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 Sistema Cannabinoide. 
1 .Introducción al sistema cannabinoide 
El sistema cannabinoide endógeno es un importante sistema de 
modulación de múltiples respuestas fisiológicas tanto a nivel central como 
periférico, constituido por una serie de receptores cannabinoides, ligandos 
endógenos y enzimas involucradas en la biosíntesis y degradación de estos 
ligandos. Debe su nombre al hecho de que su descubrimiento se produjo en el 
seno de la investigación sobre los mecanismos de acción de los compuestos 
psicoactivos de la planta Cannabis sativa. 
La planta contiene aproximadamente 400 compuestos químicos 
diferentes, de los cuales 60 forman parte de la familia de los cannabinoides 
(fitocannabinoides). Los fitocannabinoides son sustancias que forman parte del 
metabolismo secundario de la planta que se presentan de forma casi exclusiva en 
algunas variedades de la misma (Dewey, 1986) 
Aunque las primeras referencias históricas del uso de dicha planta con 
fines médicos y recreativos datan de hace más de 4000 años, no fue hasta 
pasada la mitad del siglo XX cuando se identificó la estructura química de su 
principal compuesto activo, el Δ9- tetrahidrocannabinol (Δ9-THC) ( Mechoulam y 
Gaoni, 1965). Dicho hallazgo supuso el inicio para años de investigación 
fructífera, los cuales se encuentran resumidos  en las referencias que se 
muestran en la tabla 1. 
Los compuestos cannabinoides son algo más que los constituyentes 
psicoactivos de una droga de abuso. El término “cannabinoide” abarca todos 
aquellos compuestos que son activos sobre el sistema endógeno de señalización 
de tipo cannabinoide, e incluye no sólo a los compuestos derivados de la planta 
Cannabis sativa (“fitocannabinoides”), sino también a los compuestos endógenos 
que forman parte de este sistema de neuromodulación ( Ramos y Fernández-Ruiz, 
2003).  
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Tabla 1. Resumen de los eventos mas relevantes en el campo de la 
investigación sobre el sistema cannabinoide. 
 
Evento 
Fecha Referencia 
Primeros usos 
médicos del cannabis 
3000 
Mechoulam, 1986; 
Dewey, 1986 
Aislamiento del Δ9-
Tetrahidrocanabinol 
1964 
Gaoni y Mechoulam, 
1964 
Cannabinoides 
sintéticos 
1980-1988 
Dewey, 1986; 
Mechoulam y cols., 1987. 
Descripción de los 
receptores cannabinoides  
1988 Devane y cols., 1988 
Clonación y 
cartografía cerebral de los 
receptores cannabinoides 
CB1 
1990 
Herkenham y cols ., 
1990, 1991ª; Matsuda y 
cols., 1990 
Neurofarmacología CB1 1988-1995 
Howlett y cols., 
1986; Howlett 1995; Mackie 
y Hille, 1992; Mackie y cols., 
1995; Deadwyler y cols., 
1995; Bouaboula y cols., 
1995. 
Aislamiento y 
bioquímica de la 
anandamida 
1992-1995 
Devane y cols., 
1992; Di Marzo y cols., 1994; 
Sugiura y cols., 1996; Cadas 
y cols., 1996; Desamaud y 
cols., 1995 
Neurofarmacología 
de la anandamida 
1993-1997 
Fride y 
Mechouolam, 1993; Crawley 
y cols., 1993; Feder y cols., 
1993; Smith y cols., 1994; 
Beltramo y cols., 1997. 
Síntesis del 
antagonista de CB1 
1994 
Rinaldi-Carmona y 
cols. , 1994. 
Aislamiento y 
funciones del 2-araquidonil 
glicerol, 
1995-1997 
Mechoulam y cols. , 
1995; Sugiura y cols., 1995; 
Stella y cols., 1997;  Bisogno 
y cols ., 1997 
Identificación y 
funciones del transportador 
de la anandamida 
1999 
Ledent y cols., 1999; 
Steiner y cols., 1999; Zimmer 
y cols., 1999 
Clonación y 
funciones de la FAAH 
1996-2002 
Cravatt y cols., 1996, 
2001; Sipe y cols., 2002 
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Actualmente se conocen muchos de los elementos que forman parte del 
sistema endocannabinoide y se han diseñado herramientas farmacológicas 
(ligandos sintéticos y otros compuestos capaces de actuar sobre diversos 
puntos de su metabolismo y mecanismos de acción) que han permitido en los 
últimos años avances fundamentales en el conocimiento de este sistema  que han 
abierto las puertas a múltiples potenciales acciones terapéuticas. 
A partir de los hallazgos que han acontecido en el último tercio del siglo 
XX, el conocimiento sobre la complejidad del sistema endocannabinoide  y su 
relevancia fisiológica ha ido creciendo sin cesar y ha permitido descubrir el 
importante potencial terapéutico que presenta en numerosas patologías, 
incluyendo los trastornos emocionales ( Fowler, 2005) 
Uno de los principales inconvenientes de su uso son los efectos psíquicos 
que producen y que fueron utilizados en ocasiones como complemento en 
prácticas religiosas, o simplemente para la búsqueda de placer. A lo largo del 
tiempo, los cannabinoides han pasado por etapas de uso generalizado, por otras 
de un uso más restringido o incluso por largas etapas de prohibición. 
 
Los endocannabinoides, junto con los receptores cannabinoides clásicos 
tipo 1(CB1) y tipo 2 (CB2),  y la maquinaria bioquímica para su síntesis y 
degradación, conforman el sistema endocannabinoide. A pesar de haber 
establecido los cimientos de este sistema cannabinoide endógeno, las 
investigaciones prosiguen y los descubrimientos que se realizan en relación a 
nuevos ligandos endógenos, precursores de rutas de síntesis alternativas, 
mecanismos de regulación de las enzimas implicadas en su síntesis y degradación, 
etc., son constantes. Actualmente siguen siendo numerosas las incógnitas que 
rodean a ciertos elementos del sistema endocannabinoide; sin embargo, hay un 
punto que no admite discusión, y es la importancia de un correcto 
funcionamiento de este sistema para el mantenimiento de la homeostasis, ya que 
se han observado cambios en el sistema endocannabinoide en numerosísimas 
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situaciones patológicas. Por este motivo, la manipulación farmacológica de este 
sistema se ha planteado también como una herramienta terapéutica muy 
prometedora en el tratamiento de diversas patologías. 
1.1 Cannabinoides endógenos o endocannabinoides. 
Los endocannabinoides se definen como compuestos endógenos 
producidos en diferentes órganos y tejidos, capaces de unirse a los receptores 
de cannabinoides. En la actualidad se han identificado varios tipos de 
cannabinoides endógenos, todos de naturaleza lipídica y derivados de ácidos 
grasos polinsaturados de cadena larga (figura 1).  
 
Figura 1. Estructura química de algunos cannabinoides endógenos. 
 
De manera similar a los neurotransmisores clásicos, los 
endocannabinoides son sintetizados en las neuronas, liberados en el espacio 
sináptico donde activan receptores de membrana y finalmente inactivados por 
recaptación y degradación enzimática. No obstante, los endocannabinoides 
presentan una clara diferencia respecto a los neurotransmisores clásicos ya que 
no se almacenan en vesículas sinápticas. De modo que los endocannabinoides son 
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mediadores que se sintetizan según la demanda (Di marzo, y cols., 1994), y 
actúan en las proximidades del lugar dónde se han liberado, siendo rápidamente 
inactivados una vez han actuado (Piomelli, 2003). 
Los Ligandos endógenos más estudiados hasta el momento son 
anandamida ( AEA) ( Devane y cols., 1992) que fue el primer endocannabinoide 
descubierto y   2-araquidonoil glicerol (2-AG) ( Mechoulan y cols., 1995) que a 
pesar de ser descubierto posteriormente parece ser el agonista cannabinoide 
selecto por excelencia ( Sigiura y cols., 2002). También se conoce la existencia 
de otros endocannabinoides de más reciente descubrimiento y cuya importancia 
biológica aún está por determinar como noladín éter y virodhamina (Porter y 
cols., 2002); NADA y N-oleoildopamina (Pertwee y cols., 2008). 
 
Metabolismo de los endocannabinoides: Síntesis, 
liberación, recaptación y degradación.  
 
Síntesis y liberación. La síntesis y liberación de anandamida 
(AEA) en las neuronas se produce por un mecanismo dependiente de 
aumento de la concentración de calcio, producido por  despolarización 
o bien por activación de un receptor metabotrópico acoplado a 
proteína G9/11  (Mackie, 2006).Todavía no se ha descrito un mecanismo 
realmente eficiente para la síntesis de AEA. Dos rutas posibles de 
síntesis de AEA serian:  
 LA AEA se sintetiza desde un ácido graso presente en la 
membrana lipídica, N-araquidonoilfosfatidiletanolamina (N-ArPE) o 
N-acil-fosfatidiletanolamina, interviniendo enzimas de hidrólisis 
como la fosfolipasa C (PLC) (liu y cols., 2008) o la hidrolasa Abh4 
(Simón y cols., 2006).  
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 La AEA se sintetiza gracias a una enzima fosfolipasa D 
dependiente de calcio recientemente clonada (NAPE-PLD) (Okamoto 
y cols., 2007). Esta enzima hidroliza N-ArPE dando como resultado 
AEA y ácido fosfatídico.  
Recaptación. Al ser compuestos lipofílicos podrían atravesar la 
membrana por difusión  (Hillard y cols., 2003). Pero se ha comprobado 
que la cinética de recaptación no responde a la ley de Fick para 
procesos de difusión simple. El transporte de anandamida es un 
proceso saturable que se inhibe farmacológicamente (Fowler y 
Jacobsson, 2002). De este modo es evidente que debe existir un 
transportados específico, sugerido por primera vez por Di Marzo y 
cols., 1994. Este mecanismo de transporte sería bidireccional, 
pudiendo funcionar tanto para introducir los cannabinoides liberados 
como para liberarlos tras su síntesis (Di Marzo, 2008). 
Degradación. La anandamida se metaboliza por cuatro 
mecanismos principales: Hidrólisis producida por la amidohidrolasa de 
ácidos grasos (FAAH) (Cravatt y cols., 1996), Oxidación por  
Citocromo P450 mitocondrial (Bomheim y cols., 1995), Oxidación por 
Cicloxigenasa2  y a través de la Lipoxigenasa (Guindon y Hohmann, 
2008) 
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Figura 2. Formación e inactivación de anandamida.1 y 2. Síntesis de anandamida, 3. 
Interacción con el receptor, 4. Recaptación y 5. Degradación (Piomelli y cols., 2000). 
 
1.2 Compuestos cannabinoides 
 El termino cannabinoide inicialmente describía aquellas sustancias 
que tienen estructura carbocíclica con 21 carbonos formados por tres anillos, 
ciclohexano, tethrahidropirano y benceno (estructura de dibenzopirano). 
Existen hasta 60 cannabinoides diferentes en la planta, variando en su  
concentración dependiendo de la variedad de la misma, de las condiciones de 
cultivo, de la región y clima donde se cultive, etc. Los principales cannabinoides 
exógenos son Δ9-tetrahidrocannabinol (THC), Δ8-tetrahidrocannabinol (Δ8 –
THC), cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN).  
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 El Δ9-THC es, de todos los componentes de la planta, el 
cannabinoide con mayor potencial psicoactivo. Presenta un marcado carácter 
hidrofóbico que hace que tanto  su distribución en el organismo como su 
eliminación presenten diferencias con lo descrito para otras drogas de abuso. El 
Δ8-THC tiene un perfil farmacológico muy parecido al del Δ9-THC, aunque sus 
efectos son más débiles, solo aparece en algunas variedades de la planta y su 
concentración siempre es menor (Mechoulam y cols., 1992). 
El CBN también tiene propiedades psicoactivas, que son 
aproximadamente una décima parte de las descritas para el Δ9-THC. Presenta 
mayor afinidad por el receptor CB2 que por el CB1. Su actuación sobre el 
receptor CB2 en esplenocitos y timocitos, provoca en último término una 
disminución de la transcripción del gen para la interleuquina-2(IL-2). El 
descenso en la liberación de IL-2 explicaría en parte la capacidad de 
inmunomodulación atribuida a los cannabinoides, dado que esta proteína 
participa en la regulación de la actividad del sistema inmune (Condie y cols., 
1996). 
El CBD es un compuesto bicíclico, al estar el anillo de tetrahidropirano 
escindido. Es un cannabinoide prácticamente desprovisto de propiedades 
psicoactivas, razón por lo que se están investigando sus posibles efectos clínicos. 
Así, el tratamiento con CBD atenúa algunas de las alteraciones psicológicas 
inducidas por altas dosis de THC (0,5 mg/kg), como por ejemplo los sentimientos 
de ansiedad y de pánico (Zuardi  y cols., 1982) 
Se ha atribuido al CBD un papel neuroprotector al comprobar su 
actuación como antioxidante frente a los efectos oxidativos producidos en las 
neuronas ante la liberación de glutámico (Hampson y cols., 1998). También ha 
sido relacionado desde hace tiempo con el sistema inmune. Recientemente se ha 
visto que en algunas líneas celulares del sistema inmune inhibe la liberación de 
varios tipos de citoquinas (IL-8, IL-10, TNF-α, IFNγ). Estos resultados, que 
indican sus posibles efectos beneficiosos en enfermedades 
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inflamatorias/autoinmunes y en artritis, también advierten de su peligrosidad en 
relación con el SIDA, tumorogénesis e inflamación alérgica en pulmones 
(Srivastava y cols., 1998).   
 Las propiedades farmacológicas de estos compuestos dependen de 
su estructura  química. Pequeñas modificaciones en estas estructuras pueden 
provocar cambios importantes  en su actividad. Así el estudio de las relaciones 
entre estructura y actividad  ha permitido diseñar análogos estructurales, 
modificando su marcado carácter hidrofóbico o aumentando la afinidad por sus 
receptores, que han resultado de gran utilidad para su estudio farmacológico y 
fisiológico (Howlett y cols., 2002).  
Metabolismo del Δ9-tetrahidrocannabinol y  
Farmacocinética 
La molécula de THC (Figura 3) es bastante inestable, pudiendo 
ser degradada por calor, luz, ácido y por oxígeno atmosférico. La 
cinética varía dependiendo de la vía de administración.  Por vía oral 
THC es captado principalmente por coabsorción con lípidos y su 
biodisponibilidad se ve reducida debido a su sensibilidad a la acidez 
gástrica y por el metabolismo hepático e intestinal (Bobes y Calafat, 
2000). En cambio por vía inhalatoria su biodisponibilidad es mayor, 
apareciendo rápidamente en la sangre. La entrada de THC en sangre y 
su posterior distribución en tejidos es muy rápida y su cinética es 
parecida a una administración intravenosa. Tras aspirar el humo de un 
cigarrillo de marihuana o hachís los efectos son inmediatos, 
alcanzando su máximo a los 20-30 min, pudiendo durar unas 2-3 horas. 
Tras la administración aguda de THC se acumula en tejidos 
como pulmón, riñón, hígado corazón, bazo, corteza adrenal, tiroides y 
tejido adiposo, y sin embargo en testículos y cerebro se encuentra en 
menor concentración. De hecho la porción que pasa al cerebro es de 
alrededor de 0,6%. La baja proporción que pasa al cerebro a pesar de 
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su liposubilidad, parece ser consecuencia de unión a lipoproteínas 
plasmáticas. Solo alrededor del 3% del THC en sangre se encuentra en 
forma libre. Por otro lado debido al carácter hidrofóbico de esta  
molécula, se acumula en tejido adiposo, siendo este, junto con el bazo, 
los principales depósitos tres días después del cese de la 
administración.  
 
Figura 3. Estructura química de Δ9-tetrahidrocannabinol (THC) 
 
El Δ9-THC se metaboliza principalmente en el hígado por el 
sistema microsómico hepático, originando gran cantidad de 
metabolitos. Otros órganos como el pulmón e intestinos también 
participan en menor medida en su metabolismo. La primera enzima que 
actúa en el catabolismo de THC es el citocromo P-450, que la oxida a 
derivados mono-, di- o trihidroxilados (Matsunaga y cols., 1995). Los 
compuestos hidroxilados son transformados, posteriormente, en otros 
metabolitos de naturaleza menos hidrófoba, por ruptura de la cadena 
lateral y oxidación al correspondiente ácido carboxílico. El 9-carboxi-
THC es el principal compuesto que se elimina por orina usándose como 
marcador del consumo de la droga (Gustafson y cols., 2004). La vida 
media del THC en el organismo varía dependiendo de los hábitos de 
consumo, siendo en humanos alrededor de 50 horas de media, que 
puede ser más reducida en usuarios crónicos de la droga. Estas 
variaciones, podrían relacionarse con una inducción de las enzimas que  
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lo metabolizan o con un mayor secuestro  por parte de los distintos 
tejidos (Bobes y Calafat, 2000).  
2 . Receptores del sistema endocannabinoide 
 
 El carácter altamente lipofílico de los cannabinoides naturales dificultó 
durante años la identificación de los receptores específicos para este tipo de 
sustancias. De hecho algunos autores atribuían inicialmente los efectos 
farmacológicos del THC a su interacción con la membrana celular alterando sus 
propiedades (Lawrence y Gill, 1975). A pesar de que esta teoría no puede 
descartarse totalmente, actualmente está claro que la mayoría de los efectos 
que producen los cannabinoides están mediados por receptores específicos. 
Entre los receptores que participan en el sistema endocannabinoide 
tenemos los receptores de cannabinoides propiamente dicho CB1 y CB2, y luego 
un amplio número de receptores, y canales iónicos de los que aún queda mucho 
por estudiar, pero que en principio, según la literatura actual son activados o 
inhibidos por el grueso de ligandos cannabinoides,  cannabimiméticos y por 
aquellos agonistas de receptores CB1y/o CB2, no-cannabinoides. Aunque claro 
está, con eficacias y potencias dispares.  
 CB1 
 CB2 
 GRP55 
 GRP119 
 Receptores o canales vanilloides TRPV1, TRPV2 y TRPA1 
 Los receptores nucleares  PPARγ y PPARα 
 Otros receptores acoplados a proteína G: β-adrenoreceptores, 
receptor de 5-hidroxitriptamina, receptor de acetilcolina de tipo 
muscarínico, receptor opioide, receptor de  adenosina y receptor 
parecido a imidazol. 
 Receptor de acetilcolina de tipo nicotínico, receptor ionotrópico 
de glutamato y receptor 5-HT3. 
 Receptor de glicina 
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 Canal de calcio 
 Canal de potasio 
 Canal de sodio 
Aunque hay que señalar que la interacción de los ligandos por estos 
receptores no-CB1/no-CB2 se realiza a concentraciones superiores a las que 
actúan sobre los receptores cannabinoides, que solo algunos de los ligandos 
cannabinoides tienen acción sobre estos receptores, pero no todos, y que en el 
caso de los canales muscarínicos, de sodio, y receptores de acetilcolina, opioides, 
5-HT3 y de glicina, los agonistas CB1/CB2 se unen a sitios diferentes de los 
sitios activos típicos de éstos. (Pertwee, 2010)  
2.1 Receptores cannabinoides.  
Los receptores cannabinoides se denominan por las siglas CB y un 
subíndice que indica el orden en el que fueron descubiertos (Howlett, 2002). 
Hasta el momento hay dos tipos de receptores de cannabinoides identificados 
CB1 y CB 2. Estos dos receptores pertenecen a la familia de los receptores 
metabotrópicos acoplados  a proteína G (GPCRs) que atraviesan 7 veces la 
membrana  plasmática. Presentan un dominio amino-terminal extracelular, un 
dominio carboxi-terminal intracelular y en su estructura se encuentran residuos 
específicos típicos como sustratos de fosforilación, lugares de fijación de 
ligandos, lugares de unión a proteína G, etc. (Figura 4) 
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Figura 4. Estructura del receptor CB1 humano. Se representa tres regiones extracelulares (E1, 
E2 y E3), tres intracelulares (C1, C2 y C3) y los siete dominios  transmembrana (TM1-7). 
También están representadas las regiones importantes para la interacción con proteínas Gαi1 
y  Gαi2 (loop intracelular C3) y para la interacción con proteínas Gαo y  Gαi (región C terminal) 
(Mukhopayay y cols., 2002. 
 
Desde el punto de vista filogenético, CB1 y CB2 se asemejan a los 
receptores de esfingosina-1-P (S1P1-5) implicados en la regulación de la 
supervivencia y crecimiento celular (Huwiler  y cols., 2008). 
El receptor CB1 (Devane y cols., 1988) es un polipéptido de entre 472-
473 aminoácidos organizados en una secuencia típica, altamente conservada para 
todas las especies estudiadas. Este receptor media, entre otros, los efectos 
psicoactivos, motores, y de perdidas cognitivas y de memoria de los 
cannabinoides tanto en humanos (Gerard y cols., 1991) como en ratas (Matsuda y 
cols., 1990),  
Se ha descrito una variante del ARN mensajero de CB1 resultante de un 
proceso de “splicing” alternativo (Shire y cols., 1995). A este receptor se le 
denomina CB1a de acuerdo con la normativa de la IUPHAR (Intrernational Union 
of Basic and Clinical Pharmacological). Es una isoforma con 61 aminoácidos menos 
en el extremo amino-terminal que a pesar de presentar un modelo de 
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distribución y propiedades parecidas al receptor CB1, su nivel de expresión es 
mucho menor y no ha sido detectado in vivo, por lo que hasta el momento no 
existen pruebas concluyentes sobre su papel farmacológico 
Localización 
Este receptor se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso 
central, donde es más abundante que otros receptores para neurotransmisores 
(Helkenham y cols., 1991b; Tsou y cols., 1998). Su  distribución neuronal se 
encuentra en estrecha relación con muchos de los efectos farmacológicos que 
producen los cannabinoides.   
La mayor densidad se localiza en los ganglios basales (sustancia negra, 
globo pálido, núcleo entopeduncular y caudado-putamen lateral), en la capa 
molecular del cerebelo y en ciertas partes del hipocampo (región CA3 del asta 
de Ammón y capa molecular del giro dentado) . Esta localización  explicaría los 
efectos de los cannabinoides sobre la actividad motora y sobre la memoria y 
aprendizaje (Herkenham y cols., 1990). La densidad de este receptor es más 
moderada es las capas I y IV de la corteza, mientras que un escaso número de 
receptores se encuentran en hipotálamo, tronco encefálico y médula espinal. En 
estas regiones se asocian a los efectos neuroendocrinos y con el control 
nociceptivo, respectivamente.  
A pesar de la baja densidad de los receptores en el hipotálamo, los 
cannabinoides inducen hipotermia después de una administración 
intracerebroventricular o tras una inyección directamente en el área preóptica 
(Fitton y Pertwee, 1982). De todas formas, esta baja densidad de receptores en 
el tallo cerebral (área que controla las funciones cardiovasculares y 
respiratorias) explica la baja toxicidad y ausencia de letalidad de la marihuana.  
A nivel periférico encontramos también receptores  CB1 en  bazo, 
amígdalas, corazón, próstata, testículos, útero, ovarios y en terminales 
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nerviosos simpáticos a nivel presináptico (Galiegue y cols., 1995; Isahac y cols., 
1996). 
En cuanto a la ontogenia, los receptores CB1 aparecen en edades 
tempranas del desarrollo, presentando en el cerebro una distribución transitoria 
que va variando durante el periodo de maduración hasta alcanzar el perfil 
clásico del estado adulto (Berrendero y cols., 1998). Pudiendo estar relacionado 
con  eventos del desarrollo como son la proliferación y migración celular, la 
elongación axonal y la sinaptogénesis (Fernandez-Ruiz y cols., 2000). 
 A menor escala los receptores cannabinoides CB1, se encuentran 
preferentemente en las fibras presinápticas y en terminales, y menos  en 
cuerpos celulares  y dendritas (Herkenham y cols., 1990; Herkenham y cols., 
1991b; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Pettit y cols., 1998). Existen muchas 
evidencias electrofisiológicas que sugieren que la localización presináptica tiene 
su fin en la modulación de la liberación de diferentes tipos de 
neurotransmisores (Schilicker y Kathmann, 2001). El receptor de cannabinoides 
CB1 colocaliza con botones sináptico de liberación de receptores  como GABA 
(Katona y cols., 1999; Hajos y cols., 2000), glutamato (Gerdeman y Lovinger, 
2001), Dopamina (Cadogan y cols, 1997; Tandra y cols., 1997;Kathmann y cols., 
1999; Cheer y cols., 2003), noradrenalina (Schlicker y cols., 1997; Kathmann y 
cols.,1999; Trendelenburg y cols., 2000; Tzavara y cols., 2001) y serotonina 
(Nakazi y cols.,2000; Egashira y cols.,2002). 
El Receptor CB2 (Munro y cols., 1993) es un polipéptido de  347-360 
aminoácidos. Presenta una homología global del 44% (68% en las regiones 
transmembrana) con los receptores CB1, y exhibe más divergencia en cuanto a 
homologías entre especies que los receptores CB1 (Begg y cols., 2005).  
 
 Localización 
 Estos receptores cannabinoides  son principalmente periféricos. Se 
localizan   abundantemente en las células hematopoyéticas, así como en distintos 
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tipos celulares del sistema inmune, hecho por el cual se le atribuyen los efectos 
inmunomoduladores de los compuestos cannabinoides (Mato y cols., 2003). Así 
pues, los receptores CB2 están implicados en la regulación de  funciones inmunes 
como la liberación de citoquinas y la migración de las células inmunes (Klein y 
cols., 2003). 
También podemos encontrarlos en el sistema nervioso central en 
estructuras específicas.  Se ha descrito la presencia de receptores CB2 en el 
tallo cerebral, en estructuras donde posiblemente estén implicados en el control 
de la émesis (Van Sickle y cols., 2005) como son  el hipocampo y en el cerebelo 
(Gong y cols., 2006). Aunque las implicaciones fisiológicas de estos receptores 
en el SNC no han sido suficientemente estudiadas, se ha sugerido que podrían 
tener participación en los procesos depresivos y de adicción a drogas de abuso 
(Gong y cols., 2006; Onaivi y cols., 2006). En los últimos años también se ha 
documentado receptores CB2 en células progenitoras, embrionarias, y en el 
cerebro adulto (Arevalo-Martin y cols., 2007; Goncales y cols., 2008; Molina-
Holgado y cols., 2007, Pazuelos y cols., 2006).   
También se ha visto aumento en la expresión de estos receptores  en 
algunos tipos celulares del SNC en condiciones patológicas  agudas, como 
isquemias (Ashton y cols., 2007; Zhang y cols., 2007) y  crónicas, como la 
enfermedad de Alzheimer (Benito y cols., 2003), la corea de Huntington 
(Sagredo y cols., 2007)  y esclerosis múltiple (Benito y cols., 2007). 
 La localización central del receptor CB2 está asociada preferentemente 
en células gliales (microglía reactiva o astrocitos), donde podría ejercer un papel 
en procesos celulares fundamentales como la proliferación y la supervivencia 
neuronal (Fernández-Ruiz y cols., 2007). 
 
2.1.1 Ligandos para los receptores cannabinoides. 
Existen una gran variedad de moléculas que se comportan como ligandos de 
cannabinoides ya sea como agonista o como antagonista /agonista inverso. Mucho 
de estos son usados como herramientas en investigación. Lo cierto es que de 
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momento hay muchos datos sobre  algunas de las propiedades farmacológicas de 
estas moléculas,  pero sin embargo es necesario destacar que los datos son aun 
contradictorios en muchos casos, y una misma molécula en una investigación 
parece actuar como agonista y en otra como antagonista, o une con radicalmente 
diferente eficacia  entre diferentes experimentos (Pertwe, 2010). 
2.1.1.1 Agonistas  
Muchas moléculas han sido identificadas y/o sintetizadas como agonista 
de receptor CB1/CB2 (tabla 2). Aún queda mucho trabajo por hacer para una 
adecuada clasificación,  pero se contemplan 3 grupos de agonistas según su 
farmacología: Agonistas no selectivos, agonistas selectivos CB1 y agonistas 
selectivos CB2 
Agonistas no selectivos 
Este grupo típicamente se clasifica según su estructura química en cuatro 
grupos (Tabla 2). 
 Cannabinoides clásicos. Contienen los derivados de dibenzopirano. 
A este grupo pertenecen los cannabinoides naturales de la planta 
fitocannabinoides y los análogos sintéticos de estos. Dos particularmente 
notables son por un lado, la molécula de estudio de este trabajo de tesis,   
(-)-Δ9-tetrahidrocannabinol (Δ9-THC), que es el principal constituyente 
psicoactivo del cannabis, y por otro lado un análogo sintético de (-)-Δ8 –THC, 
(-)-11-hidroxi-Δ8-THC-dimethylhetil (HU-210). Muchos de los cannabinoides 
de este grupo se usan como herramienta de estudio en investigación.  
 Cannabinoides no-clásicos. En este grupo están los análogos 
bicíclicos y tricíclicos del tetrahidrocannabinol a los que le faltan el anillo 
pirano. Uno de este grupo está particularmente extendido en el uso de 
herramienta experimental, CP55940, que posee  parecida eficacia en su 
unión al CB1 y al CB2 que el HU-210.  
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 Cannabinoides eicosanoides.  Presentan estructuras 
marcadamente diferentes a las de los grupos clásicos y no clásicos. Los 
compuestos típicos de este grupo son la anandamida y el 2-araquidonil 
glicerol. Además de los endocannabinoides endógenos, este grupo también 
contiene eicosanoides sintéticos no endógenos. 
 Aminoalquilindoles.  Tienen estructuras completamente 
diferentes a los otros 3 grupos. El miembro mejor conocido del grupo es    
R-(+)-WIN55212.  
 
Los cannabinoides clásicos, no-clásicos y aminoalquilindoles contienen un 
centro quiral, que en (-)trans poseen una mayor actividad farmacológica en los 
experimentos de receptores que sus esteroisómeros en (+)cis (Howlett y cols., 
2002; Pertwee, 2006). En contraste ni la anandamida ni el 2-araquidonil glicerol 
tiene grupos quirales.  
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Tabla 2. Principales agonistas CB1 y CB2 
Ligandos CB1 valores Ki 
(nM) 
CB2 valores Ki 
(nM) 
Referencia 
Agonistas con afinidad similar por CB1 Y CB2 
(-)-Δ
9
-THC 5.05-80.3 3.13-75.3 Felder y cols., 1995; Bayewitch y 
cols., 1996;Showalter y cols., 1996; 
Rhee y cols., 1997; Rinaldi-Carmona y 
cols., 1994. 
(-)-Δ
8
-THC 47.6 39.3 Busch-Petersen y cols., 1996 
HU-210 0.06-0.73 0.17-0.52 Felder y cols., 1995; Rhee y cols., 
1997; Showalter y cols., 1996 
CP55940 0.5-5.0 0.69-2.8 Ross y cols., 1999; Felder y cols., 
1995; Rinaldi-Carmona y cols., 1994 
R-(+)-WIN55212 1.89-123 0.28-16.2 Rinaldi-Carmona y cols., 1994; 
Hillard y cols., 1999; Showalter y 
cols., 1996; Felder y cols., 1995; Shire 
y cols., 1996 
Anandamida 61-543 279-1940 Lin y cols., 1998; Showalter y cols., 
1996; Felder y cols., 1995; Hillard y 
cols., 1999; Mechoulam y cols., 1995. 
2-Araquidonil glicerol 58.3 ; 472 145,1; 1400 Mechoulam y cols., 1995 
Agonistas con mayor afinidad por CB1 
ACEA 1.4 ; 5.29 195; >2000 Hillard y cols., 1999 
ACPA 2.2 715 Hillard y cols., 1999 
R-(+)-metanandamida 17.9-28.3 815-868 Lin y cols., 1998; Khanolkar y cols., 
1996. 
2-Araquidonil glicerol 
Noladín éter 
21.2 >3000 Hanus y cols., 2001 
Agonistas con mayor afinidad por CB2 
JWH-133 677 3.4 Huffman y cols., 1999 
HU-308 >10000 22.7 Hanus y cols., 1999 
JWH-015 383 13.8 Showalter y cols., 1996 
AM1241 280 3.4  
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales  
Agonistas CB1 selectivos  
Son cuatro las moléculas con selectividad CB1 más usadas en 
investigación (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2005; Pertwee, 1999; Pertwee, 
2008),  todas  cannabinoides sintéticos del grupo eicosanoides (Figura 5). Éstas 
son, los tres análogos sintéticos de la anandamida, R-(+)-metanandamida, 
araquidonil-2’-coloroetilamide (ACEA) y araquidonilciclopropilamida (ACPA) 
(15,16), y el análogo del 2-araquidonil glicerol, noladín éter (2-araquidonil 
glicerol éter), el cual puede que sea o no un endocannabinoide (Bradshaw y cols., 
2005). Los 3 análogos de anandamida, poseen significativas potencias y eficacia  
de unión al receptor CB1. Es importante, sin embargo, que mientras que            
R-(+) metandamida es más resistente a la hidrólisis por la acción de la FAAH que 
ACEA y ACPA. 
 
Figura 5. Agonistas cannabinoides selectivos del receptor CB1.  
 
Agonistas CB2 selectivos  
Los ligandos que más se han usado en investigación,  por su activad sobre 
el receptor CB2, son nuevamente 4 (Figura 6): el cannabinoide clásico JWH-133, 
del grupo de los no clásicos, HU-308, y los aminoalquilindoles, JWH-015 y 
AM1241 (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2006; Pertwee, 1999; Pertwee, 2008).  
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2.1.1.2 Antagonistas/agonistas inversos y neutros 
 
Antagonistas/agonistas inversos 
Actualmente hay varias moléculas desarrolladas para ser usadas en 
investigación bloqueando la activación inducida por agonista en los receptores 
CB1 de modo competitivo, tanto in vitro como in vivo. Las más usadas son 
rimonabant y sus análogos estructurales, AM251 y AM281 . LY320135, que es 
una molécula  con diferencias estructurales al rimonabant, también se ha usado 
a veces en investigación, aunque tiene menos afinidad por CB1 que rimonabant , 
AM251 o AM281 (Tabla 3). 
Estas 4 moléculas poseen  más afinidad por CB1 que por CB2 (tabla1). Y 
aunque hay evidencias,  de que  cuando se administran solos pueden 
desencadenar respuesta en receptores CB1 de algunos tejidos, en realidad, 
desencadena una respuesta opuesta a  la que se genera cuando son activados por  
agonistas. En algunos casos, esto puede ser el resultado de la liberación de 
endocannabinoides provocada por la competencia directa de los antagonistas, o 
por otro lado, pudiera   ser que actúen como agonista inverso, produciendo 
efectos cannabimiméticos inversos, que de alguna manera disminuye los 
Figura 6. Agonisas  cannabinoides selectivos del receptor CB2 
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mecanismos efectores  de la unión espontánea  del receptor CB1,  que se piensa 
pueden ocurrir en la ausencia  de agonistas CB1  exógenos o endógenos  
(Pertwee, 2005). La molécula taranabant, del grupo Merck, se desarrollo como 
un tratamiento de la obesidad. Se caracteriza por  comportarse como un 
agonista competitivo y como un agonista inverso del receptor CB1 (tabla 3) y 
además también con capacidad de unión a receptores no CB1 y no CB2 (Fong y 
cols., 2009).  Se han aportado datos además que sugieren que el rimonabant , y 
por consiguiente posiblemente también  AM251 y AM281 y taranabant, pueden 
provocar efectos cannabimiméticos inversos no solo por la activación del 
receptor CB1 sino también a través de otros mecanismos independientes de éste 
receptor (Cinar R y Szücs M, 2009). 
 
Tabla 3. Principales antagonistas y/o agonistas inversos del receptor 
cannabinoide CB1 (Pertwee, 2011) 
 Valores Ki (nM) Valores Ki (nM) 
Antagonistas CB1 selectivos 
Rimonabant 1.8-12.3 514-13200 
AM251 7.49 2290 
AM281 12 4200 
LY320135 141 14900 
Taranabant 0.13, 0.27 170,310 
Antagonistas CB2 selectivos 
SR144528 50.3->10000 0.28-5.6 
AM630 5152 31.2 
JTE-907 2370 35.9 
 
En cuanto a las moléculas que se han usado en investigación para bloquear 
el receptor CB2 (Howlett y cols, 2002; Pertwee, 2005; Pertwee, 1999; Pertwee, 
2008), tenemos: 6-iodopravadolina (AM630) y diarilpirazol SR144528. Ambas 
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moléculas presentan una mayor afinidad por CB2 que por CB1 (Tabla 3) y pueden 
producir efectos tanto por bloqueo competitivo del receptor como por agonismo 
inverso.  
 Los agonistas inversos del CB2 podrían tener una importante acción 
terapéutica. Ciertamente, hay evidencias de que pueden inhibir la migración de 
células inflamatorias  de tal manera que podría ser efectivos contra la 
dermatitis, inflamación en el sistema nervioso central y daño óseo en artritis 
nomoarticular inducida por antígeno (Lunn y cols., 2008). 
Antagonistas neutros del receptor cannabinoide 
Los antagonistas por competencia neutra son moléculas que se comportan 
como agonistas, en cuanto al sitio ortostérico de unión al receptor, pero no 
tienen la capacidad de modular ninguna señal de las  que este receptor 
desencadena en la ausencia de administración exógena, o por liberación del 
agonista. De momento se conocen: 
 
Tabla 4. Principales agonistas neutros de los receptores cannabinoide  
AM6527 y AM4113 SinK y cols., 2009 
NESS 0327 Ruiu y cols., 2003 
3-alquil-5.5’-difenilimidazolidinediones Ooms y cols., 2002 
VCHR Hurst y cols. , 2006 
O-2654 Thomas y cols., 2007 
O-2050 Pertwee RG, 2005 
Δ8- y Δ9- Tetrahidrocannabivarin  Thomas y cols., 2005 
(S)-(-)-WIN55212 Govaerts y cols., 2004 
 
Hay evidencias de que  AM4113, AM6527 y NESS 0327 tienen mayor 
afinidad por CB1 que por CB2 (Ruiu y cols., 2003; Sink y cols., 2009). Pero no se 
ha investigado sobre su posible acción en receptores no-CB1 no-CB2. 
Los agonistas neutros son una muy buena herramienta para la 
investigación, ya que permite calcular de un modo más fiable el valor de KB de 
estos con los receptores. Además los antagonistas neutros parecen que 
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presentan mayor ratio beneficios-riesgos que los antagonistas/agonistas 
inversos, cuando son usados como medicinas (Sink y cols., 2008; Chamber y cols., 
2007). 
2.2 Receptores acoplados a proteínas G. 
 
El Receptor GRP55 (Sawzdargo y cols., 1999) es una proteína de       319-
328 aminoácidos, que se ha sugerido recientemente como nuevo receptor de 
cannabinoides (Johns DG y cols., 2007; Baker y cols, 2006; Ryberg y cols., 2007) 
y que podría convertirse en el receptor CB3. 
Este receptor es también, como los receptores CB1 y CB2 una proteína 
de 7 pasos de membrana, acoplada a proteínas G. Se ha encontrado ARN 
mensajero de esta proteína transmembrana  expresado abundantemente por 
todo el organismo, y en altos niveles en glándulas adrenales, intestino, bazo, y en 
el sistema nervioso central, sobretodo en el los núcleos del estriado, caudado y 
putamen en humanos (Ryberg E y cols., 2007). También se ha encontrado la 
expresión del receptor activo en células óseas (osteoclastos y osteoblastos), 
donde podría tener un papel importante en la fisiología  del hueso, 
contribuyendo a la regulación del número y función de los osteoclastos (Whyte y 
cols., 2009). 
 
El Receptor GRP199 (Fredriksson y cols., 2003)  es también un receptor 
de membrana acoplado a proteínas G. Está formada de 399 aminoácidos y se ha 
propuesto como el receptor endógeno para la oleiletanolamida.  
Hasta la fecha se ha localizado en humanos predominantemente en tejido  
pancreático y en células L enteroendocrinas del tracto gastrointestinal, y en 
ratones se ha encontrado en sistema nervioso central (incluyendo cerebelo, 
corteza, plexo coroideo, hipocampo e hipotálamo), tracto gastrointestinal, y 
páncreas (Bonini y cols., 2002¸Chu y cols., 2008). En el páncreas se le relaciona 
con control del balance energético (Brown 2007), debido a  que su activación 
eleva la insulina plasmática en ratones (Jones 2006) y disminuye el consumo de 
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alimentos y el peso en ratas (Rodriguez de Fonseca y cols., 2001; Overton y cols., 
2006).  
 
2.3.1. Ligandos cannabinoides de los receptores GRPs  
Para el receptor GRP55 se han documentado varios ligandos (Tabla 5) de 
tres categorías de moléculas. Entre estos hay algunos de los  antagonistas y 
agonistas  para los receptores CB1y CB2 que  tienen también afinidad por el 
receptor GPR55, cuando se administra in vitro a bajas concentraciones, del 
orden de nanomolar o micromolar, aunque por encima de las concentraciones a 
las que exhiben normalmente con los receptores CB1 o CB2. Este receptor 
también tiene ligandos que no son ligandos  de los receptores CB1 ni CB2. 
Ligandos CB1/CB2 que interaccionan con el receptor GRP55 son, por ejemplo, 
WIN55212 y AM630 (Yin y cols., 2009; Lauckner y cols., 2008), aunque  es 
cierto que de momento hay todavía muy poca bibliografía al respecto y datos 
contradictorios entre diferentes experiencias.  
 
Tabla 5. Ligandos del receptor GRP55. Drmota y cols., 2004; Ryberg y cols., 
2007; Ryberg y cols., 2007; Yin y cols., 2009; Pertwee 2011 
Endocannabinoides Fitocannabinoides Cannabinoides sintéticos 
AEA  
Noladin éter 
PEA 
Virodamina 
2-AG 
OEA 
Δ9- THC 
CBD 
CBN 
HU210 
R-(+)-Metanandamida 
JWH-015 
AM251 
AM281 
CP55940 
Cannabidiol anormal 
 
El receptor GRP119, no sólo esta histológicamente más restringido, sino 
que parece también que tiene un menor número de agonistas (tabla 6). Además 
aunque por ejemplo haya presentado algo de actividad ante la anandamida, hay 
que destacar que ésta ha sido mínima. Asumiéndose, hasta la fecha  OEA  y los 
endovanilloides, N-oleoildopamina y olvanil como los agonistas endógenos del 
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receptor GRP119. Aunque ninguno de los tres presente una potencia ni 
selectividad importante por el receptor. 
 
Tabla 6. Ligandos del receptor GRP199 
Ácido retinoico Bonini y cols., 2001 
factor activador plaquetario (PAF) (1-
alquil-2-acetil-sn-glicerol-3fosfocolina) 
LISO-PAF 
Oleoil-lisofosfatidilcolina Soga y cols., 2005 
Estearol-lisofosfatidilcolina 
Palmitolil-lisofosfatidilcolina 
Lisofosfatidiletanolamina 
Lisofosfatidilinositol 
AEA 
PSN632408 y PSN375963 
 
Overton y cols 2006 
Fyte y cols., 2005 
OEA Overton y cols., 2006; Fyte y cols., 
2006) 
N-oleoildopamina Chu y cols., 2007 
Ovanil 
AR-231453 Arena Pharmaceuticals paten WO-
2004065380 
 
 
2.3 Receptores activados por potencial transitorios (TRPs). 
Los canales TRP son una familia de canales catiónicos, formada por 7 
subfamilias (Figura 7), altamente conservada  desde  nematodos hasta humanos: 
TRPC (clásico), TRPV (vanilloide), TRPM ( melastatina), TRPN , TRPA(ankirina), 
TRPP ( policisteina), TRPML ( mucolipinas). 
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Figura 7. Familias de receptores catiónicos activados por potencial transitorio (TRP) 
(Blackshaw y Brierley, 2009) 
 
Estos receptores ejercen su función en células sensoriales, poseen 
activación polimodal, transportan diferentes tipos de iones y algunos se activan 
por la integración de varios estímulos (Montell, 2005; Ramsey y cols., 2006). 
Hasta la fecha sólo se ha estudiado  la participación en el sistema cannabinoide   
dos receptores  vanilloides (TRPV1 y TRPV2), el receptor de ankirina 1 (TRPA1)  
y el TRPM8. 
 
Receptores Vanilloides TRPV 
 
El receptor vanilloide más estudiado hasta el momento es el TRPV1. 
Todos los TRPVs  están formados por 4 monómeros cada uno de ellos  presenta 
6 dominios transmembrana. Los monómeros unidos dejan  un pequeño poro 
hidrofóbico, por el que realizan su función como transportadores de iones (Na+, 
Ca2+, H+) . Todos llevan un  dominio N-terminal de ankirina, con el que regulan la 
entrada iónica y la homeostasis, y que es esencial para su ensamblado y 
regulación. 
Se encuentra altamente expresado en los ganglios sensoriales trigémino 
y vagal, así como en numerosas zonas cerebrales, entre ellas la zona de control 
del movimiento  y en las células sanguíneas mononucleares (Caterina y cols., 1997; 
Schumacher y cols., 2000) 
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Es activado por capsaicina (Caterina y cols., 1997), por temperaturas 
elevadas ( > 43º C) y pH bajo  (Tominaga y cols., 1998) , por voltaje (Piper y cols., 
1999) y por varios tipos de lípidos (Julius y Basbaum, 2001; Caterina y Julius, 
2001), entre los que se encuentran los endocannabinoides e icosanoides 
productos de lipoxigenasa (Zygmunt y cols., 1999; Hwang y cols., 2000). 
En las células es inactivado por la unión de PIP2 y se libera de este 
bloqueo mediante la hidrolisis  que realiza la PLC-mediated PIP2 ( Prescott y 
Julius, 2003 ). 
Fue Di Marzo y colaboradores quienes descubrieron la interacción de 
este receptor con el sistema cannabinoide, siendo la anandamida el primer 
ligando en el que se vio la interacción (Di Marzo y cols., 1998). 
 
Receptor TRPA1  
 
Este receptor es también un canal iónico no selectivo y se encuentra 
expresado en las mismas neuronas que el TRPV. Su papel central parece estar 
relacionado con el control del dolor producido por inflamación y por exposición 
de moléculas volátiles irritables como el ajo, el aceite de  mostaza y la acroleína. 
Pero también puede tener un papel como mecanorreceptor en el oído interno 
para la percepción del sonido. 
Probablemente actúa a través del segundo mensajero, fosfatidilinositol (Story y 
cols., 2003; Corey y cols., 2004; Bandell y cols., 2004; Nagatak y cols., 2005). 
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2.3.1 Ligandos cannabinoides de los receptores TRPs. 
  Entre los ligandos  encontramos algunos endocannabinoides, como 
anandamida, que efectivamente activan in vivo el receptor TPRV1, como se 
demuestra ya en un centenar de experimentos e incluso experimentos con 
ratones Knock-out  de TRPV1. Además, aunque Δ9-THC presente sólo efectos  
débiles sobre estos receptores, hay fitocannabinoides que no activan los 
receptores CB1/Cb2, y también  análogos  sintéticos CB1/CB2 que han 
demostrado tener actividad sobre estos receptores con potencias significativas. 
Se podría denominar a los TRPV1 como “receptores cannabinoides ionotrópicos”, 
aunque este canal tiene menos especificidad que los receptores CB1/CB2 y su 
actividad puede ser directamente modulada por varias moléculas endógenas y 
xenobióticas que no son ligandos del receptor CB1/CB2.  La capacidad  del 
cannabidiol para inhibir la respuesta funcional de TRPM8 podría ser una 
consecuencia de, al menos en parte, su actividad como agonista sobre el TRPV1, 
ya que en estudios donde se investiga la relación de los receptores TRPA1 con 
los efectos farmacológicos del Δ9-THC y/ o de compuestos Δ9-THC-miméticos, 
se ha observado que la mayoría de los  procesos de regulación que ocurren en 
este canal de una determinada manera, ocurren en el receptor TRPM8 de modo 
inverso (De Petrocellis y cols., 2007).  
Tabla 7. Ligandos cannabinoides de receptores TRP. (modificada de Pertwee, 
2010) 
Agonistas 
TRPV1 
Agonista  
TRPV2 
Antagonista 
TRPM8 
Agonista 
TRPA1 
Anandamida 
2-AG 
NADA 
OEA 
HU-210 
R-(+)WIN55212 
Rimonabant 
JWH-015 
Cannabidiol 
Cannabicromeno 
Cannabigerol 
Δ9-THC 
HU-210 
CP55940 
Cannabidiol 
Cannabinol 
Δ9-THC 
Anandamida 
NADA 
Rimonabant 
Cannabidiol 
Cannabinol 
Cannabicromeno 
Cannabigerol 
 
Δ9-THC 
Anandamida 
NADA 
CP55940 
R-(+)-WIN55212 
JWH-015 
Cannabidiol 
Cannabinol 
Cannabicromeno 
Cannabigerol 
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2.4 Receptores activados por proliferadores de peroxisomas  o  PPARα, 
PPARβ y PPARγ 
Los receptores activados por proliferados de peroxisomas (PPARs) son 
un grupo de receptores nucleares que participan en la expresión de genes como 
factores de transcripción activados por ligandos (Michalik y cols., 2006). Los 
PPARs tienen un papel esencial en la regulación de la diferenciación celular, 
desarrollo,  metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas, y en 
tumorogénesis (Belfiore y cols., 2009). Además estos receptores juegan un 
papel importante en muchos tejidos, teniendo funciones específicas en la 
expresión de los genes  implicados en la señalización  celular por 
neurotransmisores  y participan en procesos complejos como envejecimiento, 
neuroprotección, aprendizaje y memoria (Moreno y cols., 2004).  
 Hasta el momento hay descrito 3 tipos de PPARs: PPARα, PPARβ y PPARγ. 
Cada uno de estos con una expresión determinada (Berger J y Moller DE, 2002). 
PPARα, expresado en múltiples tejidos periféricos como hígado, riñones, 
corazón, musculo y tejido adiposo. 
PPARβ, que se expresa también en muchos tejidos, pero sobre todo, de 
manera notable en el cerebro, tejido adiposo, y piel. 
PPARγ, tiene tres isoformas diferentes formadas por “splicing” 
alternativo. 
 PPARγ1, expresado en prácticamente todos los tejidos, incluidos 
corazón, musculo, colon, riñón, páncreas y pulmón. 
 PPARγ2, expresado sobre todo en tejido adiposo. 
 PPARγ3, expresado en macrófagos, intestino largo, y tejido 
adiposo.  
Todos los PPAR dimerizan con el receptor de retinoides RXR, para unirse 
a regiones específicas de ADN. Existe una secuencia consenso 
(AGGTCAXAGGTCA), que suele encontrarse en el promotor de los genes con 
elementos de respuesta a PPARs (PPRE). Cuando el heterodímero se une a esta 
región del gen la transcripción aumenta o disminuye dependiendo del gen en 
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concreto. La función de los PPARs es modulada además por una serie de 
proteínas coactivadoras y correpresoras (Yu y Reddy, 2007). 
 Los Ligandos endógenos de los PPAR incluyen ácidos grasos, y derivados 
de  eicosanoides. 
 
2.4.1  Ligandos  cannabinoides de los receptores PPARs. 
Tabla 8. Ligandos cannabinoides de los receptores PPARs 
Agonistas PPARγ 
2.4.2 Δ9-THC 2.4.3 O’Sullivan y cols.,2005 
2.4.4 CP55940 2.4.5 Sullivan y cols., 2006 
2.4.6 Rimonaban 
2.4.7 AM251 
2.4.8 AEA Pertwee, 2010 
2.4.9 CBD 
R-(+)-WIN55212 Mestre y cols., 2009; Giuliano y cols., 2009 
R-(+)-MethAEA Eichele y cols., 2009 
Noladin eter Rockwell y cols., 2006 
Agonistas PPARα 
R-(+)-WIN55212 Sun y cols., 2007 
Noladin eter 
Agonistas PPARβ 
Noladin eter Sun y cols., 2007 
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2.5 Actividad de Δ9-THC en receptores y cannales no CB1/CB2 del 
sistema endocannabinoide. 
Recientemente se ha ido descubriendo que, tanto los ligandos 
endocannabinoides como las moléculas diversas de unión a receptores 
cannabinoides CB1/CB2, pueden tener como diana y ejercer una función  en 
diversos receptores y canales iónicos conocidos por otra funciones. Muchos de 
las nuevas averiguaciones al respecto, son aun datos aislados, que hablan de 
condiciones de experimentación muy  concretas. Quedando pues, mucho trabajo 
por hacer, para un buen entendimiento de los mecanismos fisiológicos que 
subyacen de las nuevas aportaciones de la literatura sobre los componentes 
foráneos del sistema cannabinoide. 
De todos los receptores y canales que podrían formar parte del sistema 
cannabinoide endógeno, quiero destacar en esta tesis aquellos que el THC tiene 
como diana (Tabla 9), para intentar entender más claramente la pluripotencia 
que este fitocannabinoide tiene en el organismo.  
Tabla 9. Receptores y canales No CB1/CB2 sobre los que  Δ9-THC tiene 
algún efecto  
Receptor/canal Referencia 
GRP55  Kapur y cols., 2009 
Oka y cols., 2007 
Oka y cols., 2009 
 
Receptor opioide µ  Vaysse y cols., 1987 
Kathmann y cols., 2006 
Receptor opioide δ  Kathmann y cols., 2006 
β-Adrenoreceptor  Hillard y Bloom, 1982 
5-HT3A  Barann y cols., 2002 
Receptor de glicina  Hejazi y cols., 2006 
Canal de Ca++ tipo T  Ross y cols., 2008 
Canal de K+  Poling y cols., 1996 
TRPA1  Jordt y cols., 2004 
Hinman y cols., 2006 
Cavanaugh y cols., 2008 
TRPV2  Neeper y cols., 2007 
PPARγ  O’Sullivan y cols., 2006 
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3 Mecanismo de transducción de señales del  Sistema 
Cannabinoide. 
 
3.1 Mecanismos de señalización de Receptores Cannabinoides CB1/CB2. 
3.1.1 Acoplamiento del receptor CB a efector. 
El receptor de cannabinoide pertenece al sistema receptor-acoplador-
efector, en el que los acopladores son proteínas G o FAN y los efectores son 
canales iónicos o enzimas. La proteína G esta formada por 3 tipos de 
subunidades: α, β y γ. La unión del agonista al receptor aumenta la afinidad de la 
subunidad α por GTP. Cuando se une a GTP se produce una disociación de las 
subunidades  separándose  la subunidad α de las subunidades βγ. La activación 
de los diferentes efectores puede ser producida por la subunidad α, o bien por  
βγ. Cuando el GTP unido a α es hidrolizado, se produce un aumento de afinidad 
de las subunidades de la proteína G, que se ensamblan nuevamente comenzando 
un nuevo ciclo. Hay varios tipos de proteínas G, clasificadas por el tipo de 
subunidad α. En la mayoría de los tejidos los receptores cannabinoides CB están 
acoplado a sus efectores por proteína inhibidora  Gi/o , acoplada negativamente a 
adenilato ciclasa ( Pertwee, 1997) y positivamente a MAPK ( Bouaboula y cols., 
1995). En algunos casos se acoplan a proteínas Gs o Gq/11 ( Diaz-Laviada y cols., 
2005). 
 Acoplamiento a través de la subunidad α de proteínas G. En la mayoría 
de los tejidos analizados el receptor cannabinoide se acopla a distintos 
efectores mediante proteínas G inhibitorias Gi/o (sensibles a proteína pertúsica). 
Una vez activada la proteína G, inhibe la adenilato ciclasa  a través de la 
subunidad α. De este modo disminuyen los niveles de AMPc intracelular. Esta 
caída en los niveles de AMPc provoca la inhibición de la actividad de la proteína 
quinasa dependiente de AMPc o proteína quinasa A (PKA) (Childers y Deadwyler, 
1996). Aunque esto pase en la mayoría de los casos estudiados, se ha descrito 
también la estimulación de la actividad adenilato ciclasa que incrementan los 
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niveles de AMPc intracelulares, a través de receptores CB1 acoplados a 
proteínas estimuladoras Gs (Childers y cols., 1993; Bonhaus y cols., 1998). A 
través de la proteína G, se activa también la PLC. La PLC hidroliza el fosfatidil 
inositol en diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (IP). El DAG activa la proteína 
quinasa C (PKC). 
 
 Acoplamiento a través del dímero βγ de la proteína G.  Cuando el 
cannabinoide se une al receptor CB, el dímero βγ de la proteína G puede ejercer 
función en otros efectores como canales de potasio y canales de calcio. En los 
canales de potasio dependiente de voltaje los receptores cannabinoides 
acoplados a canales de K+ a través de proteínas G,  provocan un aumento de la 
conductancia al K+ (Deadwyler y cols., 1995), esta salida de potasio de la célula, 
se traduce en disminución de la excitabilidad neuronal y por tanto, reducción de 
la liberación de neurotransmisores desde el terminal presináptico. En el terminal 
postsináptico los cannabinoides  contrariamente pueden disminuir la salida de 
iones K+, aumentando así la excitabilidad de la membrana (Schweitzer, 2000). 
Por otro lado en canales de calcio sensibles a voltaje, los cannabinoides también 
provocan la disminución en la liberación de neurotransmisores desde el terminal 
presináptico a través de la inhibición de los canales Ca++. Esta señalización esta 
mediada por la subunidad βγ de la proteína G. La subunidad βγ de la proteína G 
inhibe los canales de Ca de tipo N y P/Q, que son los mayoritarios en las 
neuronas presinápticas (Twitchell y cols., 1997; Schlicker y Kathmann ,2001). 
Los cannabinoides también inhiben los canales de calcio de tipo L en la 
musculatura lisa de las arterias, que explica  el papel vasodilatador de estos 
compuestos ( Howlet y Mukhopadhyay, 2000). 
 Acoplamiento a través de otras proteínas. Por otro lado en algunos 
tejidos el receptor CB puede activar directamente a la proteína FAN (Sanchez 
y cols., 2001). En este caso el sistema efector es una  enzima, esfingomielinasa 
neutra, que hidroliza la esfingomielina produciendo ceramidas. La producción de 
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ceramidas está relacionada en procesos de diferenciación, apoptosis y 
proliferación. 
3.1.2 Cascada de transducción intracelular. 
Tras la activación del receptor cannabinoide CB, este puede actuar a través 
de segundos mensajeros amplificándose la señal, en lo que se denomina cascada 
de transducción. Existen varios tipos de segundos mensajeros que actúan en la 
señalización tras la activación de los receptores cannabinoides mediante su 
unión a proteína G, como son AMP cíclico, inositoles fosfatos, inositoles calcio, y 
ceramidas. Cada uno de estos mensajeros dispara una cascada de señalización 
diferente y por tanto una función biológica diferente. 
 Ruta de las MAP quinasas. Esta ruta incluye la activación en cascada de 
una serie de tres tipos de enzimas: MEKK (MEK quinasa), MEK (MAP-ERK 
quinasas) y MAPK.  La cascada de MAPK es un mecanismo de señalización 
importante que, entre otras, transduce señales extracelulares al núcleo y regula 
muchos aspectos celulares como son, el crecimiento, la diferenciación y la 
muerte celular programada o apoptosis (Sweatt, 2001). Esta vía de señalización 
consiste en la activación secuencial  de proteínas quinasas, que fosforilan 
residuos serina/treonina y/o tirosina. En mamíferos hay descritas 4 grupos de 
cascadas MAPK que se activan por diferentes tipos de estímulos con diversas 
funciones biológicas.  Los cannabinoides activan la via Raf/MEK/ERK en multitud 
de células y tejidos (Demuth y Molleman, 2006; Morantas y cols., 2007). Aunque 
la vía por la que se activa aún no está esclarecida, parece que  participa en la 
decisión de destino celular de células progenitoras en cerebro adulto (Rueda y 
cols., 2002). 
 Fosfolipasa C. La ruta PLC/PKC también se puede poner en marcha como 
consecuencia de la activación de la vía de las MAPK (Shi y cols., 2003). 
 Fosfolipasa D y fosfolipasa A2. Otra de las posibles vías de actuación 
de los cannabinoides es la formación de ácido araquidónico (AA). Este ácido 
graso puede formarse por la acción de la enzima fosfolipasa A2 o por la 
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fosfolipasa D. Ambas enzimas pueden ser activadas por cannabinoides a través 
de receptores CB aunque no en todos los tipos celulares (Burstein y cols., 1994).  
El AA acumulado, puede metabolizarse en la célula dando lugar a prostaciclinas, 
tromboxanos e hidroperoxiácidos con actividad biológicas. También puede 
ejercer un efecto directo como AA activando enzimas, canales y receptores 
nucleares. El AA puede usarse además para la formación de eicosanoides que  en 
el cerebro puede alterar diferentes funciones, como la percepción del tiempo y 
el ritmo cardiaco (Perez-Reyes y cols., 1991). 
 PI3/PKB. Esta ruta de señalización está implicada en el crecimiento y 
metabolismo celular (Gómez del Pulgar y cols., 2000). 
 Óxido nítrico (NO). El óxido nítrico se forma en las células por la acción 
de la enzima, óxido nítrico sintasa (NOS). Existen dos tipos de esta enzima, una 
constitutiva que se encuentra en algunos tipos celulares, entre ellos neuronas y 
otra inducible que se genera en respuesta a estímulos relacionados con la 
inflamación. La unión de cannabinoides a receptores CB provoca la generación de 
NO principalmente a través de la NOS constitutiva (Stefano, 2000). Esto  
puede estar relacionado con algunos de los  efectos de los cannabinoides como 
son el efecto vasodilatador, la disminución de la función inmunovascular  y la 
inhibición de la liberación de neurotransmisores. También se ha registrado la 
producción de NO provocada por CB a través de NOS inducible (Esposito y cols., 
2001). 
 Cascada Pi3K/Akt,  Esta vía también parece ser una vía importante de 
activación cannabinoide, que participa en supervivencia y destino celular (Molina-
Holgado y cols., 2007). 
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3.1.3 Regulación de la expresión de genes. 
La mayoría de las cascadas desembocan en la producción de proteínas. 
Estas proteínas son factores de transcripción que en el núcleo, regulan la 
expresión de determinados genes que dará lugar al aumento de la producción 
de proteínas responsables de un efecto biológico determinado. Parece ser que 
existen múltiples cascadas de señalización, que activadas por cannabinoides 
provocan la activación de factores de transcripción diversos, quedando aún 
mucho trabajo por hacer. Por ejemplo los cannabinoides pueden activar los 
factores de transcripción temprano Krox-24 (Bouaboula y cols., 1995), modular 
factores como Fos/Jun, NFKB (Kaminski, 1998) y CREB/ATF (Herring y cols., 
2001) 
 
3.2 Mecanismos de señalización de receptores GRP55. 
  Este receptor esta acoplado a proteínas G de tipo G11/12 y Gq. La 
activación de este receptor por cannabinoides en neuronas del ganglio dorsal 
induce movilización del reservorio de calcio. En los mecanismos por el cual se 
provoca la salida de Ca++ están implicados las proteínas G11/12, Gq, RhoA y PLC 
(Lauckner y cols., 2008). 
 
3.3 Mecanismo de señalización de receptores GPR119. 
Parece ser que este receptor actúa acoplado a proteína G de tipo Gs 
(Brown, 2007). Aunque su papel fisiológico no está aún determinado. 
3.4 Mecanismo de señalización de receptores vanilloides. 
 Como se ha explicado anteriormente algunos cannabinoides pueden 
también unirse a receptores vanilloides tipo 1 y 2. Se sabe que la activación de 
los receptores TRPV1 puede producir la activación de la muerte programada o 
apoptosis. De tal modo que la unión del cannabinoide al receptor vanilloide 
provoca aumento del calcio intercelular, activación de la cascada de señalización 
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de AA, caída del potencial de membrana mitocondrial, liberación de citocromo c 
y activación de caspasas-3, y caspasas-9 (Maccarrone y cols., 2000). 
3.5 Mecanismo de señalización de receptores PPAR. 
La unión de los ligandos a este receptor provoca 2 tipos diferentes de 
mecanismos de actuación: Transactivación dependiente de ligando y 
transrepresión dependiente de ligando, que controla los efectos vasculares 
(Gervois y cols., 2007). En el mecanismo de transactivación, el PPARa regula la 
transcripción de sus genes diana por heterodimerización con el receptor X del 
ácido 9-cis retinoico (RXR). El heterodímero PPARa/RXR se une al elemento 
respuesta a proliferadores peroxisómicos (PPRE) localizado en el promotor de 
sus genes diana. El heterodímero PPARa/RXR, una vez activado por el ligando, se 
asocia con cofactores que presentan actividad acetiltransferasa de histonas 
(HAT), lo que modifica la estructura del nucleosoma, posibilita el contacto con 
los factores de transcripción generales y permite la transcripción del gen. 
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Figura 8 Esquema de los principales receptores cannabinoides y sus vías de señalización 
(Ramos Atance y cols., 2009). 
4 Mecanismo de acción molecular de los cannabinoides 
en el sistema nervioso central. 
Los endocannabinoides, en contraste con los otros neurotransmisores, se 
caracterizan por su actuación como mensajeros retrógrados para muchos de los 
tipos de sinapsis centrales. Es decir, estos compuestos son liberados desde la 
neurona postsináptica tras la despolarización. Liberados hacia la neurona 
presináptica donde activan los receptores cannabinoides, inhibiendo la liberación 
del neurotransmisor. Esta acción de los cannabinoides les confiere un 
importante papel fisiológico como reguladores de la actividad sináptica (Alger, 
2002). Se cree que la señalización retrógrada de las moléculas 
endocannabinoides está ampliamente distribuida en todo el SNC, aunque parece 
que está más concentrada en ciertos fenotipos neuronales, como las neuronas 
GABAérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas (Hoffman y cols., 2003). Mediante 
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la señalización retrógrada, los endocannabinoides son capaces de participar por 
un lado en la regulación a corto plazo de sinapsis inhibitorias (neuronas 
GABAérgicas) y excitatorias (neuronas glutamatérgicas), dando lugar a 
fenómenos de supresión de la inhibición inducida por despolarización (DSI) y 
supresión de la excitación inducida por despolarización (DSE) (Chevaleyre y cols., 
2006). Y por otro lado participan también por este mecanismo en plasticidad 
sináptica a largo plazo (LTD) (Robbe y cols., 2002). Estos 3 tipos de procesos, 
DSI, DSE y LTD inducidos por cannabinoides se han descrito en diversas áreas 
cerebrales, como  núcleo acumbens, hipocampo, amígdala, corteza y cerebelo, 
donde son de vital importancia en procesos de plasticidad sináptica y 
reafirmación de circuitos neuronales, que contribuyen a la formación de la 
memoria asociada a la experiencia ( Freud y cols., 2003).  
 
Figura 9. Mecanismos de señalización retrograda  a través de los cuáles actúan los 
endocannabinoides.  Abrev.: 2-AG, 2-acilglicerol; PLC, fosfolipasa C, DAG, diacil-glicerol; Glut, 
glutamato; mGluR5, receptor metabotrópico de glutamato 5; NMDAR, receptor N-metil-D-
aspartato de glutamato; Ca, calcio; IP3, trifosfato de inositol. 
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5 Acciones fisiológicas del sistema endocannabinoide y 
efectos de los cannabinoides 
 
Entre los efectos producidos por los cannabinoides encontramos los 
relacionados con las funciones fisiológicas de los endocannabinoides por un lado, 
y los efectos adversos que pueden ser a nivel centra o no relacionados con el 
sistema nervioso. De hecho la principal dificultad técnica para el uso de 
cannabinoides en terapias es la incapacidad de separar los efectos colaterales 
indeseables, de los efectos terapéuticos beneficiosos. Los efectos secundarios 
más importantes a nivel central de los cannabinoides son  euforia, desinhibición, 
sedación, pérdida de memoria, alucinaciones, distorsión de la imagen corporal y 
la percepción sensorial, ataques de pánico y exacerbación de los síntomas 
esquizofrénicos. Y por otro lado, los efectos secundarios no relacionados con el 
sistema nervioso incluyen: taquicardia, hipotensión postural, sequedad de boca, 
ataxia e inmunosupresión. 
Algunas de las funciones fisiológicas del sistema endocannabinoide, y por 
tanto dianas de acción terapéutica del uso de cannabinoide están resumidas en 
la tabla 10. 
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Tabla 10. Algunos efectos fisiológicos, fisiopatologicos y farmacológicos de los 
cannabinoides. 
Proceso Biológico Efecto del SEC Localización de receptores Referencia 
Actividad motora Hipolocomoción, 
catalepsia y ataxia 
Ganglios basales; cerebelo; 
sustancia negra 
Fernandez-Ruiz y cols., 
2002; Sagredo y cols., 
2007. 
Memoria  Déficit cognitivos Hipocampo Rieles y Davies, 2005 
Nocicepción Analgesia espinal y 
supraespinal 
Diferentes áreas cerebrales y 
espinales  
Cravatt y Lichman, 2004 
Procesos 
vegetativos 
Regulación de la émesis 
hipotermia 
Hipotálamo, área postrema Wenger y Moldrich, 
2002;Durán y Capellà, 
2003 
Procesos 
cognitivos 
Alteraciones de la 
realidad, alteraciones en 
motivación, emotividad, 
ansiedad y sistema de 
recompensa 
Corteza cerebral y sistema 
límbico 
Viveros y cols., 2005, 
Solinas y cols., 2008; 
Fernandez-Espejo y cols., 
2008; Parolaro y cols., 
2010. 
Control 
supervivencia 
celular 
Neuroprotección/ 
Neurotoxicidad 
Nivel celular en diversas áreas 
cerebrales. 
Van der Stelt y Di Marzo, 
2005; Kim y cols., 2008. 
Proliferación 
neuronal 
Antitumoral /  
Regulación proliferación 
neuronal 
Modulador epigenético 
Embriología del sistema 
nervioso. Diversas áreas 
proliferativas en cerebro 
adulto, dianas tumorales 
Fernandez-Ruiz y cols., 
2004 Velasco y cols., 2007; 
Aguado y cols., 2005. 
Regulación 
neuroendocrina 
Cambio en liberación de 
hormonas 
adenohipofisiarias 
Hipotálamo medio basal Gammon y cols., 2005 
Apetito e ingesta Aumento del  apetito , 
regulación del  balance 
energético 
Hipotálamo y mecanismos 
periféricos 
Di Marzo y Matias, 2003; 
Costa, 2008 
Sueño Estimulación del sueño Hipotálamo lateral Murillo-Rodriguez, 2008 
Metabolismo óseo Estimulación de la 
formación de hueso, 
Inhibición de la 
reabsorción 
Masa ósea Bab y Zimmer, 2008 
Sistema 
reproductor 
Inhibición secreción 
hormonal 
Eje hipotálamo-hipofisario y 
gónadas 
Rossato y cols., 2008 
Inflamación antiinflamatorio  Regiones centrales y 
periféricas 
Ashton, 2007 
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5.1 Efectos de los cannabinoides sobre el control motor 
El sistema cannabinoide está estrechamente ligado al movimiento y 
participa en su control. De hecho entre las patologías que mayor interés suscita 
en relación a la posible utilidad de los cannabinoides están las enfermedades 
motoras, como la enfermedad de Parkinson y la corea de Huntington. La 
relevancia del sistema cannabinoide en el control motor se pone de manifiesto 
cuando se descubre que los cannabinoides son capaces de producir importantes 
cambios en la actividad motora en humanos y animales (Rodríguez de Fonseca y 
cols., 1997), que los diferentes componentes del sistema cannabinoide están 
presentes en los ganglios basales abundantemente (Helkenham y cols., 1991), que 
los cannabinoides son capaces de alterar la funcionalidad de los tres 
neurotransmisores que participan en la señalización de las estructuras nerviosas 
involucradas con el movimiento (Glass y cols., 1997) y que los ratones sin el 
receptor CB1 presentan anomalías motoras (Valverde y cols., 2005) . 
5.1.1 Ganglios basales. Presencia del Sistema endocannabinoide. 
Los ganglios basales es una estructura funcional del encéfalo compuesta 
por un conjunto de núcleos interconectados entre sí, involucrados en diversos 
aspectos del control de la conducta motora (Alexander y Crutcher, 1995). Los 
ganglios basales es un circuito a ambos lados del tálamo formado por: 
 Estriado. Estructura que recibe aferencias desde el tálamo, el 
cortex sensorial, el cortex motor y el límbico, y está compuesta por el 
núcleo caudado y el putamen. 
 Una estructura compuesta por el globo pálido externo (GPe). Los 
núcleos subtalámicos (NST) y la sustancia negra pars compacta (SNc). 
 Una estructura que envía eferencias a áreas motoras del tálamo y 
el tronco del encéfalo, formada por el globo pálido interno (GPi), la 
sustancia negra pars reticulada (SNr). 
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Un modelo simplificado de los ganglios basales comprende dos circuitos: 
directo e indirecto (Figura 11).  
 Directa: las neuronas glutamatérgicas de la corteza motora 
inervan dos tipos principales de neuronas GABAérgicas del estriado. Un 
tipo de neuronas coexpresan los neuropéptidos dinorfina (dyn) y sustancia 
P (SP) y posee receptores dopaminérgicos D1. Estas neuronas proyectan 
directamente sobre el globo pálido parte interna (GPi), y a la  sustancia 
negra (SN), con acción inhibitoria. 
 Indirecta: Otro tipo de neuronas GABAérgicas expresan 
encefalinas (enk)   y receptores dopaminérgicos D2. Estas neuronas 
proyectan indirectamente al GPi y a SN, a través del globo pálido externo 
(GPe) y NST. En primer lugar envían estímulos inhibitorios al GPe, que a su 
vez ejerce efecto inhibitorio (GABA) sobre el NST. El NST ejerce un 
efecto excitatorio glutamatérgico sobre globo pálido externo e interno, y 
la sustancia negra. 
Los ganglios basales no solo están implicados en el inicio y cese de la 
actividad motora, sino también en otras facetas importantes del 
comportamiento motor como: la regulación de la postura y del tono muscular, el 
aprendizaje motor y a los aspectos emocionales de las respuestas motoras 
(Aldridge y Berridge, 1998). 
 Los componentes del sistema cannabinoide, receptores CB1 y sus ligandos, 
anandamida y 2-araquidonil glicerol, están ampliamente presente en las diversas 
estructuras de los ganglios basales (Berrendero y cols., 1999), aunque es 
importante destacar que el receptor CB1 está siempre localizado en neuronas 
GABAérgicas y glutamatérgicas y nunca en neuronas dopaminérgicas a excepción 
del periodo de desarrollo encefálico (Hernandez y cols.,2000). 
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Como se muestra en la figura (Figura 11) los receptores CB1 se han 
localizado principalmente en las terminales axónicas presinápticas de las 
neuronas GABAérgicas que proyectan desde el estriado a la sustancia negra 
pars reticulada y al globo pálido (Herkenham y cols., 1991; Westlake y cols., 
1994) y también en las neuronas de glutamato que proyectan desde el núcleo 
subtalámico a la sustancia negra pars reticulada (Glass y cols., 1997). Se ha 
documentado también la presencia de receptores CB1  en las neuronas 
glutamatérgicas corticoestriatales  y en algunas poblaciones de interneuronas 
GABAérgicas del estriado (Fusco y cols., 2004). Pero hasta la fecha, no se han 
encontrado receptores CB1 expresados en las neuronas dopaminérgicas que 
inervan el estriado desde la sustancia negra. Aunque sí se han encontrado de 
manera postsináptica, colocalizando con receptores dopaminérgicos en las 
neuronas del estriado (Julian y cols., 2003).  
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Figura 10. Esquema simplificado de conexiones de los ganglios basales. Y distribución 
de los receptores cannabinoides CB1. En la figura se representan los principales núcleos y las 
interacciones destacadas entre ellos (flechas), SNc, sustancia negra pars compacta; SNr, 
sustancia negra pars reticulada; NST, núcleo subtalámico; GPe, globo pálido externo; GPi, 
globo pálido interno; D1R, receptor D! de dopamina; D2R, receptor D2 de dopamina; SP, 
sustancia P; Enk, encefalina (Fernández-Espejo, 2004). 
Por otro lado  en el globo pálido y en la sustancia negra hay  presencia de 
los ligandos endógenos cannabinoides, y una alta actividad de la enzima que 
degrada la anandamida, la ácido graso amida hidrolasa (FAAH) (Tsou y cols., 
1998). 
Otro importante receptor del sistema cannabinoide presente 
abundantemente en los ganglios basales es el receptor TRPV1. El cual se ha 
encontrado en neuronas dopaminérgicas, colocalizando con la enzima tiroxina 
hidroxilasa (Mezey y cols., 2000), y en terminales glutamatérgicos que inervan 
la sustancia negra pars compacta (Marinelli y cols., 2007) 
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5.1.2 Función del sistema cannabinoide en los ganglios basales. 
Los efectos motores provocados por la activación de los receptores CB1 
con los diferentes tipos de cannabinoides vegetales, sintéticos o endógenos, son 
el resultado de la capacidad de  estas sustancias de interferir en la actividad de 
los tres principales neurotransmisores implicados en la funcionalidad de los 
ganglios basales, GABA, glutamato y dopamina. Los efectos de los cannabinoides, 
observados en experimentación con animales, sobre estos neurotransmisores se 
encuentra resumida en la tabla 11 extraída de Fernández-Ruiz y cols., 2002. 
 
Tabla 11. Efectos del delta-9-tetrahidrocannabinol sobre algunos neurotransmisores 
implicados en el control del movimiento a nivel de los ganglios basales  
(modificada de Fernández-Ruiz y cols.,2002) 
Neurotransmisor Efectos neuroquímicos Referencia 
Dopamina 5.1.3 -Disminución de receptores D1 y D2 en el estriado por 
agonistas CB1. 
Romero y cols., 1995 
5.1.4  
5.1.5 -Descenso de actividad TH por agonistas CB1. 5.1.6 Navarro y cols., 1993. 
5.1.7 -Descenso in vitro de la liberación de DA en fragmentos 
de estriado por agonistas cannabinoides 
Navarro y cols., 1993. 
5.1.8  
-Efectos sobre la generación de potenciales de acción 
por antagonistas y agonistas CB1. 
5.1.9  
Tersigni y cols., 1996 
GABA -Los antagonistas GABA-B reducen la inhibición motora 
inducida por cannabinoides. 
Romero y cols., 1996 
 
-Reducción  de la recaptación de GABA por agonistas 
cannabinoides, 
Maneuf y cols., 1996 
-Modulación de la liberación de GABA por agonistas 
cannabinoides ( medido por electrofisiología) 
Miller y cols., 1998 
-Reducción de la actividad GABAérgica  por 
antagonistas CB1 
Gueudet y cols., 1995 
Glutamato -Inhibición de la liberación de glutamato en sustancia 
negra y estriado por agonistas cannabinoides 
Gerdeman y cols., 2001 
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Neuromodulación de GABA 
En relación a la neurotransmisión  por GABA, hay aun datos 
contradictorios, pero se ha descrito que los cannabinoides incrementan la acción 
de GABA en las sinapsis, incrementando la liberación del neurotransmisor GABA 
(Miller y cols., 1998) y/o inhibiendo la recaptación del mismo (Romero y cols., 
1996),  en el globo pálido, sustancia negra y en neuronas GABAérgicas 
estriatonigrales (Maneuf y cols., 1996). Es, en parte, por esta razón, y teniendo 
en cuenta que  GABA es  neurotransmisor inhibidor, que los cannabinoides 
presentan    efectos hipoquinéticos (Fernandez-Ruiz y cols., 2002). Se sabe 
además que este efecto está mediado por el receptor GABA-B (Romero y cols., 
1996). 
Neuromodulación de glutamato 
Los cannabinoides vegetales, sintéticos y endógenos son capaces de 
alterar la actividad de las neuronas glutamatérgicas. En concreto los 
cannabinoides actúan en el terminal presináptico glutamatérgico inhibiendo la 
liberación de glutamato en neuronas de distintas estructuras del encéfalo, como 
el hipocampo, el cerebelo, así como también en los ganglios basales (Levenes y 
cols., 1998) 
Neurotransmisión de dopamina 
La liberación de dopamina en relación con el comportamiento motor y en el 
contexto de los ganglios basales, tiene lugar en la inervación del estriado desde 
las neuronas de la sustancia negra. La disfunción de esta ruta origina la 
enfermedad de Parkinson (Graybiel y cols., 1994). 
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La interacción de los receptores cannabinoide y domapinérgico tiene un 
sustrato neurobiológico, debido a que ambos son receptores asociados a 
proteínas G (Matsuda y cols., 1990). Al encontrarse ambos receptores acoplados 
al mismo sistema de traducción de señales, la activación del receptor CB1 
localizado en las principales áreas dopaminérgicas produciría una modulación 
directa en las neuronas dopaminérgicas. 
Los diferentes estudios muestran que el mecanismo por el cual el sistema 
cannabinoide produce modificaciones en la neurotransmisión dopaminérgica 
puede explicarse por varias vías: 
 Inhibición directa. La activación de los receptores CB1 implicaría 
la inhibición directa de la liberación de dopamina mediante la 
inhibición de la enzima adenilato ciclasa (Glass y Felder, 1997).  
 Inhibición indirecta. Debido a que los receptores CB1 se localizan 
también presinápticamente en los terminales GABAérgicos 
estriatopalidales y estriatonigrales, produciría un mecanismo de 
inhibición indirecta. Esto es así, porque como ya se ha visto la 
activación de CB1 de los terminales presinápticos provocarían una 
liberación y/o inhibición de la recaptación de GABA, 
neurotransmisor inhibidor, sobre las neuronas dopaminérgicas. 
En otro nivel de regulación se han observado otros mecanismos de 
modulación de la actividad de ambos sistemas: 
 La activación del sistema cannabinoide produce una inhibición de la 
actividad del precursor de la síntesis de dopamina, la tiroxina 
hidroxilasa (TH) (Romero y cols., 1995).  
 Los cannabinoides parecen modular el perfil ontogénico de los 
receptores D1 y D2 (Fernández-Ruiz y cols., 1994). 
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales  
 La expresión del gen CB1 parece estar bajo el control negativo de 
las neuronas de la sustancia negra (lastres-Becker y cols., 2001). 
 
5.2.3. Efectos del fitocannabinoide Δ9-THC a nivel motor. 
En la Tabla 12 se recoge un resumen de los efectos motores producidos 
por la administración de Δ9-THC en animales de experimentación.  En general 
los principal efecto farmacológico a nivel motor son hipoactividad motora y la 
catalepsia (Dewey, 1986). No obstante, el efecto de los cannabinoides parece 
ser bifásico. A dosis bajas los cannabinoides tienen un efecto estimulante y a 
dosis altas un efecto inhibidor sobre la actividad locomotora (Davis y cols., 
1972). Por otra parte, la administración de dosis muy elevadas puede producir 
hiperreflexia, dando lugar al efecto conocido como “pop-corn behaviour” en 
ratones y “barrel rotation behaviour” en ratas (Martin y cols., 1991). 
 
Tabla 12. Efectos en el comportamiento motor producidos por Δ9-THC en 
animales de experimentación. Fernández-Ruiz y cols., 2002  
Efecto motor Referencia 
Disminución de la actividad espontánea y 
estereotipias en ratas 
Romero y cols., 1995; Navarro y 
cols., 1993 
Aumento de inactividad en ratas Romero y cols., 1995; Rodríguez 
de Fonseca y cols., 1994 
Incremento de hipoquinesia inducida por 
reserpinas en ratas 
Moss y cols., 1981 
Disminución de Hiperactividad inducida por 
anfetamina en ratas 
Gorriti y cols., 1999 
Deterioro del control motor fino en ratas McLaughlin y cols., 2000 
Aumento de actividad motora a dosis bajas Sañudo-Peña., 2000 
Reducción de actividad motora espontanea e 
inducción de catalepsia en ratones 
Wickens y cols., 1993; Pertwee y 
cols., 1988 
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5.2 Sistema cannabinoides y enfermedad de Parkinson. 
La enfermedad de Parkinson o “parálisis agitante” es una enfermedad 
crónica y progresiva que pertenece al grupo de enfermedades de trastornos del 
movimiento. Fue descrita por primera vez por James Parkinson, en 1817. Siendo 
definida como “movimiento trémulo involuntario, con debilidad muscular, en 
parte sin estar en acción; afecta incluso al apoyo normal, con tendencia al 
encorvamiento hacia delante y la aceleración involuntaria del paso, sin merma de 
la integridad de sentidos e intelecto”. Hoy se sabe que esta definición no es 
exacta ya que, por ejemplo, posteriormente en el transcurso de la enfermedad 
aparecen deficiencias cognitivas (Lang y cols., 1998). 
Fisiopatología de la enfermedad de Parkinson 
 
La enfermedad de Parkinson está causada por la muerte de neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta, lo que conlleva la pérdida 
de dopamina en el núcleo caudado y putamen, la manifestación patológica incluye 
cambios degenerativos, tales como la muerte neuronal, la despigmentación en la 
sustancia negra y la aparición de inclusiones intracelulares en las neuronas 
dopaminérgicas denominadas cuerpos de Lewy. La muerte de neuronas 
dopaminérgicas en el área tegmental ventral y en otra neuronas 
monoaminérgicas también ocurre, aunque en menor medida y más tardíamente.      
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La ruta dopaminérgica que está dañada en pacientes de Parkinson. Esta 
ruta (Figura 10)  que parte de la sustancia negra (SN) libera dopamina en el 
estriado. La dopamina provoca inhibición de las neuronas GABAérgicas 
estriatales con receptores dopaminérgicos D2 y efecto excitatorio sobre las 
neuronas con receptores dopaminérgicos D1. El hecho de que GABA se 
encuentre no-inhibido provoca la disminución de actividad del núcleo globo pálido 
externo (GPe), frenando así la acción inhibitoria del GPe sobre el núcleo 
subtalámico (NST). Se produce de este modo la liberación del NST al 
desaparecer esta inhibición, con lo que aumenta el estímulo excitatorio de dicho 
núcleo a todos los niveles: SN, GPe, GPi. Por otro lado, la disminución de la acción 
dopaminérgica sobre neuronas con receptores dopaminérgicos D1 estriatales 
conlleva una amortiguación de la acción inhibitoria GABAérgica de las neuronas 
estriatales sobre GPi. Por lo tanto, como resultado final, en ambas vías se 
produce un incremento de la acción GABAérgica del GPi. Esta hiperactividad 
causa la inhibición del tálamo motor que es el responsable del control motor de 
las áreas corticales implicadas en la iniciación del movimiento. La hipoactividad 
glutamatérgica tálamo-cortical se relaciona con síntomas como la rigidez, 
lentitud de movimientos, acinesia, etc. El temblor se cree debido al “escape” del 
tálamo motor a la potente inhibición procedente del GPi, originando ráfagas de 
disparo hacia la corteza. 
Los individuos sanos poseen una amplia reserva de neuronas 
dopaminérgicas nigroestriatales. Así los síntomas parkinsonianos no ocurren 
hasta que la pérdida de neuronas es entorno al 80%. La actividad compensadora 
de las neuronas restantes, tales como el aumento de la síntesis de la tiroxina 
hidroxilasa, o el desarrollo de hipersensibilidad de receptores dopaminérgicos 
actúan como mecanismos de neuroadaptación. 
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Implicación del sistema cannabinoide en la enfermedad y 
potencial terapéutico. 
En la enfermedad de Parkinson hay una regulación al alza de los receptores 
CB1, en humanos (Lastres-Becker y cols., 2001) y animales de experimentación 
(Di Marzo y cols., 2001; Romero y cols., 2001) esto puede deberse a que como ya 
se ha mencionado, la expresión del gen CB1 parece estar bajo el control negativo 
de las neuronas de la sustancia negra (Lastres-Becker y cols., 2001). Y quizás es 
por esto que en algunos pacientes se da disminución de receptores CB1,  
provocada quizás por el tratamiento con levodopa. Asumiendo la hiperactividad 
cannabinoide en los enfermos de Parkinson en principio el tratamiento con 
antagonistas cannabinoides debería de paliar síntomas, aunque se debe tener en 
cuenta que el efecto cannabinoide es diferente en cada núcleo encefálico: 
 Estriado: la hiperfuncionalidad cannabinoide en la enfermedad de 
Parkinson  agrava la perdida dopaminérgica a niveles estriatales. Por esta razón 
los antagonistas cannabinoides pueden tener efectos positivos sobre la 
sintomatología motora, ya que actuaría facilitando la vía directa que expresa 
receptores D1 (Fernández-Espejo y cols., 2005). La vía directa sufre 
disminución de la salida de GABA desde el estriado al pálido interno y sustancia 
negra, por lo que el aunmento de CB1 en esta zona agrava los síntomas, por lo 
que los antagonistas a este nivel mejoraría la sintomatología. Por otro lado, el 
uso de antagonistas cannabinoides compensaría la vía directa inhibiendo la 
actividad neuronal.  
 Corteza motora: propio de la enfermedad es la hipoactividad 
glutamatérgica, procedente de la corteza, que se ve agravada por el exceso 
cannabinoide a nivel estriatal, por lo que los antagonistas cannabinoides podrían 
compensar dicha hiperactividad, mejorando la sintomatología (Garcia-Arencibia 
y cols., 2008). 
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 Globo pálido: En los enfermos de Parkinson la vía indirecta se 
caracteriza por un exceso de actividad GABAérgica estriatopalidal, que puede 
ser paliada con el uso de antagonistas cannabinoides (Fernandez-Espejo y cols., 
2005). La vía directa sufre disminución de la salida de GABA desde el estriado 
al pálido interno y sustancia negra, luego el aumento de CB1 en esta zona agrava 
los síntomas, por lo que los antagonistas a este nivel mejoraría la sintomatología. 
 Núcleo subtalámico: Por la enfermedad el núcleo subtalámico 
presenta hiperactividad. En este caso la regulación al alza de receptores CB1 
actuaría como un mecanismo compensador, ya que disminuye la salida 
glutamatérgica hacia la sustancia negra  y el globo pálido interno. En este caso, 
los estudios demuestran que el uso de agonistas cannabinoides facilita el 
movimiento ante las perdidas motoras parkinsonianas (Sañudo-Peña y Walker, 
1997). 
 Sustancia negra: En la enfermedad se da una disminución 
GABAérgica desde el estriado en la sustancia negra, pero sobre todo a tener en 
cuenta el predominante aumento glutamatérgico desde el núcleo subtalámico. Es 
por esto que los antagonistas no funcionarían por agravar la hiperactividad 
glutamatérgica, así como tampoco serian funcionales los agonistas ya que 
mermarían aún más la ya de por si disfunción dopaminérgica. 
En el uso de cannabinoides como paliativos de la sintomatología 
parkinsoniana es importante tener en cuenta el grado de lesión que subyace al 
paciente, ya que según la gravedad de la enfermedad algunos de los 
inconvenientes del uso podrían hacerse insignificantes. De hecho en los casos 
más graves el uso de antagonistas cannabinoides pueden ser útiles donde la 
medicación actual pierde eficacia. 
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Entre los problemas sintomatológicos que tiene que afrontar un 
enfermo de Parkinson se encuentran las discinesias o movimientos involuntarios, 
junto a fluctuaciones motoras. Estas complicaciones están provocadas por el 
tratamiento a largo plazo con levodopa (Nutt, 2000). Actualmente se considera 
que las discinesias se deben a una respuesta anormal por hipersensibilidad de los 
receptores dopaminérgicos D1 del estriado, así como a la entrada 
glutamatérgica cortico-estriatal alterada. Luego tanto los agonistas como los 
antagonistas cannabinoides podrían actuar sobre dichos fenómenos (Segovia y 
cols., 2003), contrarrestando la desregulación glutamatérgica y la 
hipersensibilidad dopaminérgica respectivamente. Pero los datos con 
antagonistas son inconsistentes, mientras que los agonistas cannabinoides 
parecen ser más eficaces en enfermos de Parkinson tratados con levodopa tanto 
en humanos como en animales de experimentación. Entre los agonistas, 
WIN55,212-2 se ha mostrado como el más eficaz. Esto parece deberse a que 
además de agonista cannabinoide es un inhibidor del receptor vanilloide TRPV1. 
De hecho, actualmente se investiga más profundamente la interacción de este 
receptor en el control motor y su posible acción terapéutica (Fernandez-Ruiz y 
cols., 2010) 
Por otro lado los cannabinoides pueden procurar neuroprotección en la 
enfermedad de Parkinson. La neuroprotección vendría dada por su capacidad 
para disminuir el estrés oxidativo que es la principal causa etiológica de la 
enfermedad. Este efecto cannabinoide se explica en el apartado 5.3. 
Cannabinoides neuroprotección/neurotoxicidad. 
Modelo animal de enfermedad de Parkinson. 6-hidroxidopamina  
En la actualidad existen una buena variedad de modelos animales para el 
estudio de esta enfermedad neurodegenerativa, entre ellos hay modelos de 
origen genético y modelos tóxicos de daño dirigido a neuronas dopaminérgicas. 
El modelo que se ha usado en el desarrollo de esta tesis doctoral es el modelo 
de Parkinson por daño tóxico con de 6-hidroxidopamina (6-OHDA). 
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La 6-OHDA es, por otro lado,  la neurotoxina más ampliamente utilizada en 
el desarrollo de modelos experimentales. Fue la primera sustancia química a la 
que se le describieron efectos neurotóxicos en las vías de transmisión 
catecolaminérgicas (Sachs y cols., 1975). La 6-OHDA es una molécula de 
estructura análoga a la dopamina, por lo que usa el mismo transportador que 
dopamina y noradrenalina  para dirigirse al interior de la neurona. Es por esto 
que se muestra tan eficaz ya que puede dirigirse, y por tanto, dañar, 
exclusivamente a las neuronas dopaminérgicas, si podemos inhibir el resto de 
transportadores noradrenérgicos.  
En esta tesis, se ha usado el modelo de hemiparkinsonismo intranígrico. En 
este modelo la 6-OHDA es inyectada directamente en la sustancia negra 
homolateralmente, por medio de técnicas estereotáxicas. Al inyectar el tóxico 
en la sustancia negra se induce una degeneración estática y rápida. 
Una vez ha sido inyectada la toxina, esta entra en las neuronas 
dopaminérgicas por el transportador específico. Dentro de la célula la 6-OHDA 
posee una potente acción inhibitoria de la cadena respiratoria mitocondrial, 
aunque la muerte de estas células por 6-OHDA está básicamente asociada a la 
formación de H2O2, radicales libres de hidroxilo y quinonas que se producen en 
la metabolización  de la molécula. Estos agentes oxidantes provocan 
peroxidación de lípidos, mutaciones, rupturas de DNA y desorganización de 
citoesqueleto, que provocan la muerte rápida de las neuronas afectadas. 
Una de las ventajas de este modelo es que al ejercer una lesión unilateral, 
aparecen asimetrías motoras, que nos permiten fácilmente cuantificar la 
magnitud del daño in vivo. 
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5.3 Neurotoxicidad y neuroprotección mediada por los cannabinoides 
En los últimos años los cannabinoides han adquirido un creciente interés. 
Parte del interés que suscita está en la relevancia que ha ido adquiriendo por su 
capacidad neuroprotectora, que se enfrenta a la capacidad neurotóxica que 
también presenta en situaciones patológicas. 
En los últimos hallazgos científicos al sistema cannabinoide se le está 
atribuyendo la función biológica neuroprotectora, pero además se encuentra que 
si bien en situaciones normales el sistema cannabinoide, en general y los 
agonistas cannabinoides en concreto, presentan capacidad neuroprotectora, en 
situaciones patológicas estos mismo agonistas pueden provocar la muerte 
programada, celular o apoptótica. 
Neuroprotección 
Tanto los cannabinoides endógenos como los exógenos, ya sean de origen 
sintético o natural, se han revelado como potentes agentes anti-inflamatorios y 
neuroprotectores (Mechoulam, 2002), por lo que se investiga su potencial en el 
tratamiento de fermedades neurodegenerativas como es el caso del Parkinson. 
Los efectos antioxidantes que se han ido documentando, al parecer no están 
mediados por receptores CB1 (Hampson  y cols., 1998), implicando mecanismos 
moleculares diversos que frecuentemente se complementan entre si. Entre 
estos mecanismos cabe destacar: 
 Prevención de la muerte neuronal por excitotoxicidad 
glutamatergica, en experimentos tanto in vivo como in vitro , gracias a su 
capacidad para modular la transmisión glutamatérgica excitatoria a través de 
receptores CB1 presinápticos ( Molina-Holgado y cols. ,1997) 
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 Modulación de la respuesta inmune y de la liberación de 
mediadores proinflamatorios, a través de su acción sobre receptores CB1, CB2 e 
incluso a través de mecanismos no mediados por receptores CB1, ni CB2 ( Stella, 
2004) 
 Activación de rutas de señalización de protección celular como las 
mediadas por quinasas B/Akt (Molina-Holgado y cols., 2002), PKA (Kim y cols, 
2005). 
 Modulación de la excitabilidad neuronal y la homeostasis del calcio 
a través de efectos sobre canales de calcio, potasio y sodio, receptores NMDA 
y AMPA, uniones gap y reservas intracelulares de calcio (Caulfield y Brows, 1992; 
Hampson y cols., 2000). 
 Propiedades antioxidantes per se de algunos cannabinoides 
(Marsicano y cols., 2002) por sus propiedades moleculares. 
 Inhibición de la liberación de óxido nítrico (Molina-Holgado y cols., 
2003). 
Aunque hasta la fecha aún no se conoce el mecanismo de acción preciso 
por el cual los cannabinoides tienen esta acción neuroprotectora, se ha 
documentado la implicación en neuroprotección de los receptores CB1, TRPV1, y 
PPARs (O’Sullivan y cols., 2005). A través de receptores CB1 se ha comprobado, 
por ejemplo, que tanto el cannabinoide endógeno anandamida, como el 
fitocannabinoide Δ9 –THC, son capaces de atribuir protección ante el modelo de 
excitotoxicidad inducido por ouabaína (van der Stelt y cols., 2001). Al receptor 
TRPV1 se le atribuye un papel en la supervivencia, ya que se conoce que su 
activación puede promover la muerte programada por apoptosis en células 
dopaminérgicas mesencefálicas tanto en cultivos como in vivo (Kim y cols., 2007). 
Y por otro lado, los receptores PPARs también están implicados en el efecto 
neuroprotector de los cannabinoides en procesos inflamatorios (Chen  y cols., 
2007) y de estrés oxidativo (Beltowski y cols., 2002). 
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Entender los mecanismos por los cuales los cannabinoides confieren 
protección a las neuronas, es de suma importancia para su posible uso 
terapéutico en enfermedades como la enfermedad de Parkinson. En esta 
enfermedad, se ha visto que el daño de la sustancia negra y en los circuitos 
nigroestriatales, es de origen oxidativo, aunque la causa que impulsa hacia el 
estrés oxidativo sea aún desconocida (Fernandez-Espejo, 2004). Así en el 
desarrollo de la enfermedad se observan niveles de hierro incrementados (Sofic 
y cols., 1988), así como disminuidos los niveles del péptido antioxidante glutatión 
(Shapira y cols., 1989), pudiendo originar la formación de radicales altamente 
oxidantes, como es el ion superoxido. La enzima sintetasa de óxido nítrico 
también está aumentada en la glía de la sustancia negra (Hunot y cols., 1996), lo 
que lleva a la formación de peroxinitritos y radicales hidroxilo. El ambiente 
altamente oxidativo provoca daño en proteínas, lípidos, RNA, y DNA. Y además 
del daño oxidativo se ha comprobado que en la sustancia negra en esta situación 
patológica se da también un ciclo tóxico neurodegenerativo caracterizado por la 
disfunción mitocondrial, excitotoxicidad mediada por glutamato, e inflamación 
de la sustancia negra, que explica la rápida progresión de la enfermedad de 
Parkinson una vez que la sintomatología se manifiesta.  
En este marco fisiopatológico, el potencial neuroprotector de los 
cannabinoides podría ser de gran utilidad en el retraso de la progresión de la 
enfermedad.   
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Neurotoxicidad 
Diversos cannabinoides, inducen muerte celular programada o apoptosis de 
células transformadas de origen glial (Sánchez y cols., 1998) y neuronal 
(Macarrone y cols., 2000) en cultivos y en modelos preclínicos en animales. Lo 
cierto es que el poder antitumoral de los agonistas cannabinoides actúa no solo 
promoviendo la apoptosis, si no que inhiben la proliferación de las células 
tumorales, inhibición de vascularización del tumor  o angiogénesis, inhibe la 
invasividad de las células tumorales y promueven su diferenciación. (Velasco y 
cols., 2007). 
Esta capacidad antiproliferativa de los cannabinoides parece ser selectiva 
de las células tumorales, donde la unión del agonista al receptor cannabinoide 
induce la cascada de señalización que origina la síntesis del mensajero 
proapoptótico, ceramidas. (Guzman, 2003). Así el uso y beneficios  de los  
agonistas cannabinoides en pacientes con cáncer se extiende más allá  de los ya 
conocidos efectos favorables en la atenuación de náuseas y vómitos, 
estimulación del apetito o disminución del dolor, y abre una vía terapéutica 
nueva para luchar contra la progresión de la enfermedad y para su posible cura. 
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5.4 Efectos de los cannabinoides sobre el control emocional. 
Esquizofrenia 
El cannabis es una de las sustancias de abuso más frecuentemente 
consumida, ocupando el tercer lugar después del tabaco y el alcohol. Es por esto 
por lo que el estudio de las consecuencias neurobiológicas de su consumo se hace 
importante, ya que se postula que el uso de esta droga ilícita puede causar el 
padecimiento de enfermedades psiquiátricas, como es la esquizofrenia.  Aunque 
la asociación entre cannabis y psicosis es aún un motivo de controversia, hay 
algunos autores que postulan la capacidad psicotogénica del cannabis y/o la 
capacidad del mismo como factor de riesgo por si solo o ante vulnerabilidad 
genética.  En concordancia con ello, es un hecho conocido, que las intoxicaciones 
agudas por cannabis en personas sanas puede generar un cuadro psicótico, de 
naturaleza temporal, que cesa tras la metabolización y  eliminación del principal 
componente psicoactivo del cannabis, Δ9-THC del organismo (D’Souza y cols., 
2005). Además el tratamiento crónico con Δ9- THC produce cambios 
permanentes en la actividad del sistema endocannabinoide (di Marzo y cols., 
2000).  
 
 
Tabla 13. Efectos de la exposición crónica a Δ9- THC en el sistema 
endocannabinoide de ratas (di Marzo y cols., 2000) 
Zona del cerebro Efectos de Δ9- THC sobre el 
sistema cannabinoide 
Tallo cerebral 
Cerebelo 
Estriado 
Disminución significativa de niveles de 
CB1 
Disminución significativa de 
funcionalidad de CB1 
Corteza cerebral 
Hipocampo 
Disminución de niveles de CB1 
Estriado Disminución de niveles de anandamida 
y 2-araquidonil-glicerol 
Sistema límbico Disminución de anadamida 
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Los cambios observados en ratas por el grupo de di Marzo (Tabla 13), son 
un ejemplo de como el Δ9- THC puede alterar el normal funcionamiento del 
cerebro. En este caso las alteraciones están centradas en el sistema límbico y 
en zonas de control motor, pudiendo ser importante para entender en este 
contexto la posible causa etiológica de la esquizofrenia por el abuso del cannabis 
y/o para comprender mejor y diferenciar tratamientos para  los pacientes 
consumidores de cannabis de los que no. 
Esquizofrenia 
La esquizofrenia es un desorden discapacitante de carácter psiquiátrico, 
cuyo nombre viene del griego y significa  “mente escindida”. Esta enfermedad se 
compone de un conjunto muy variado de síntomas, entre los que predominan, la 
alteración de la conciencia de realidad, de la sensopercepción, trastornos de 
pensamiento, afectivos y trastornos de las funciones ejecutivas, que provocan 
de manera significativa disfunción social. Estos síntomas se clasifican en, 
síntomas positivos y negativos (Andreasen y Olsen, 1982). 
 Síntomas positivos: exceso o distorsión de las funciones normales. 
Alucinaciones visuales y auditivas, ideas delirantes, lenguaje desorganizado o 
incoherente y comportamiento gravemente desorganizado. 
 Síntomas negativos: disminución o perdida de las funciones normales  
Aplanamiento afectivo, alogia, amimia, anhedonia, catatonia, deficiencias en el 
filtrado sensorial. 
 Tradicionalmente la esquizofrenia se ha dividido en tres subtipos (Emil 
Kraepelin, 1898): subtipo paranoide, con predominio de síntomas positivos; 
subtipo catatónica, predominio de trastornos motores, pudiendo llegar a la 
inactividad total; subtipo hebefrénica, con predomino de síntomas negativos  
 Aunque hasta la fecha las causas de la enfermedad permanecen 
desconocidas. Existen, sin embargo, diversos hallazgos surgidos de las 
numerosas investigaciones, dando lugar a diversas hipótesis etiológicas (Coffey, 
1998): 
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Hipótesis Genética, Hipótesis Neuroquímica (dopaminérgica, noradrenérgica, 
glutamatérgica o de NMDA, serotoninérgica, GABAérgica), Hipótesis 
Neurovirales e Inmunológicas, Hipótesis Estructurales, Hipótesis del desarrollo 
nervioso alterado, Hipótesis Psicosocial y Modelo de vulnerabilidad 
En general, en la actualidad, se piensa que la esquizofrenia es el resultado 
de una serie de interacciones sinérgicas entre genes, denominados de riesgo, 
que presentan alteraciones funcionales y a las anomalías en la actividad de los 
neurotransmisores como dopamina, glutámico, GABA y serotonina principalmente 
que conduce a la aparición de las manifestaciones clínicas de la enfermedad. 
Entre los cambios neuroquímicos más destacados tenemos: 
  La hiperactividad dopaminérgica subcortical, que se relacionan con los 
síntomas positivos. Y  hipoactividad dopaminérgica prefrontal, relacionada con 
los síntomas negativos (Lisman y cols., 2008). También se ha detectado 
anomalías en la expresión del transportador DAT y receptor D1. 
  Hiperactividad serotoninérgica 5HT2 que se ha involucrado en la génesis 
de ciertos síntomas positivos, como las alucinaciones y los delirios. 
 Hipofunción glutamatérgica del receptor NMDA. 
 Reducción de actividad GABA. 
La hipótesis dopaminérgica de la esquizofrenia se ve fuertemente apoyada 
por el hecho que los antipsicóticos efectivos son bloqueadores de receptores de 
dopamina, principalmente del tipo D2. Los endocannabinoides podrían disregular 
la actividad dopaminérgica mesolímbica participando en el estado psicótico 
(Gardner y Vorel, 1998), pues el sistema cannabinoide endógeno es un sistema 
homeostático que regula la liberación de dopamina (Rodríguez de Fonseca y cols, 
1998). 
Hipótesis cannabinoide de la esquizofrenia. 
La hipótesis cannabinoide postula que algunos síntomas psicóticos podrían 
estar relacionados con la disregulación del sistema cannabinoide endógeno. Así 
se sabe que las estructuras implicadas en la patogénesis de la esquizofrenia, 
como son las áreas límbicas y la corteza prefrontal, presentan una importante 
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densidad de receptores CB1 (Herkenham y cols., 1991; Tsou y cols., 1998) y 
abundantes cantidades de cannabinoides endógenos (Bisogno y cols., 1999). 
Teniendo en cuenta que el sistema cannabinoide participa como un sistema 
homeostático neuroquímico, por su cualidad fisiológica como mensajero 
retrogrado, capaz de modificar la actividad del resto de neurotransmisores de 
modo directo o indirecto, la hipótesis cannabinoide de la esquizofrenia, así como 
el consumo de cannabis como factor de riesgo en la aparición de la esquizofrenia 
adquieren una importante relevancia. 
En apoyo a esta teoría se ha comprobado que administraciones 
intravenosas de Δ9-THC induce en controles sanos síntomas psicóticos 
parecidos a los que caracterizan  la enfermedad, como delirios, alucinaciones y 
alteraciones cognitivas, y en esquizofrénicos medicados un aumento pasajero de 
los síntomas positivos, cuya intensidad depende de la dosis administrada 
(D’Souza y cols., 2005).  
Además se han descrito alteraciones en el sistema endocannabinoide de 
pacientes esquizofrénicos. Estas alteraciones son: 
 Aumento de densidad de receptores CB1. Estudios post-mortem 
realizados con cerebros de pacientes esquizofrénicos demuestran un aumento 
de la densidad de los receptores CB1 en la zona dorsolateral de la corteza 
prefrontal (Dean y cols., 2001), en la corteza cingulada anterior (Zavitsanou y 
cols., 2006) y en las capas I y II de la corteza cingulada posterior ( Newell y 
cols., 2006). Teniendo en cuenta las funciones fisiológicas de estas zonas 
encefálicas, el aumento de la densidad de receptores CB1 podría estar 
relacionado con las alteraciones propias de la esquizofrenia, La desregulación 
cannabinoide podría afectar, en esta región cerebral, a otros sistemas de 
neurotransmisión. Aunque también pudiera ser, contraria a lo que esta teoría 
postula, que el aumento de receptores CB1 se deba a un mecanismo de 
compensación por el aumento de actividad dopaminérgica. 
 Aumento de los niveles de anandamida en el líquido 
cefalorraquídeo (LCR). Se han descrito aumento de niveles de anandamida en el 
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LCR de pacientes esquizofrénicos del tipo paranoide agudo sin tratamiento o 
tratados con antipsicóticos atípicos, y niveles  normales en pacientes tratados 
con antipsicóticos típicos (Giuffrida y cols., 2004). Luego los niveles de 
anandamida se correlacionan con la actividad de los receptores D2, ya que se 
sabe que ésta está aumentada en general en los esquizofrénicos y los 
antipsicóticos típicos a diferencia de los atípicos son antagonistas D2. En 
consecuencia podemos afirmar que hay una relación directa entre actividad D2 y 
niveles de anandamida, aunque no podemos saber si este aumento de la 
anandamida en LCR es causa etiológica que provoca la enfermedad o 
consecuencia fisiológica que se deriva de ella.  
Aunque la anandamida parece no tener propiedades psicotogénicas. 
Actualmente se cree que el aumento de 2-AG, el otro cannabinoide endógeno, sí 
está relacionado con la psicosis, pues el exceso de este cannabinoide disregula la 
actividad de glutamato y podría ser importante en la génesis de la esquizofrenia 
 
 Vulnerabilidad genética. Como se ha mencionado  entre las 
hipótesis etiológicas existe una hipótesis genética. Esta hipótesis surge del 
descubrimiento de una variedad de genes que en cierta medida podrían estar 
relacionados con la enfermedad. Aunque la esquizofrenia probablemente tiene 
una herencia bastante compleja. Entre estos genes estarían por ejemplo el gen 
de la neuregulina (Boucher y cols., 2007), Así ratones  knock-out 
heterocigóticos para este gen presentarían una mayor susceptibilidad para 
desarrollar esquizofrenia por la exposición aguda de Δ9- THC. También se les 
supone mayor vulnerabilidad a la aparición de psicosis promovida por el consumo 
de cannabis a los homocigóticos o heterocigóticos de la variante genética de la 
enzima catecol-O-metil-transferasa (enzima que participa en el metabolismo de 
la dopamina), que porta una valina en lugar de metionina para el codón  158 de la 
proteína, polimorfismo debido al cambio de un sólo nucleótido de G a A en el gen. 
 Entre los genes implicados podría encontrarse el CNR1 (gen que codifica para el 
receptor CB1). Dos son los polimorfismos del gen CNR1 más estudiados en su 
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relación con la esquizofrenia: a) repetición del microsatélite AAT en el extremo 
3’ del exón codificador (que mayoritariamente es el exón 1). Parece ser que el 
número de repeticiones podría correlacionarse con una mayor susceptibilidad 
genética al padecimiento de la esquizofrenia de tipo hebefrénico (Ujike y cols., 
2002). b) Polimorfismo de un único nucleótido en la posición 1359 en la que una 
guanina es sustituida por una adenina. Los estudios de este polimorfismo no han 
dado de momento resultados concluyentes en cuanto a la susceptibilidad al 
desarrollo de la enfermedad, aunque sí parece influir en la efectividad de los 
antipsicóticos (Madani y cols., 2008).  Por otro lado también se ha estudiado si 
los polimorfismos en el gen para la enzima FAAH (hidrolasa de amidas de ácidos 
grasos) implicada, como ya se ha visto en el metabolismo de la anandamida. De 
momento no se ha encontrado polimorfismos de FAAH asociados a 
esquizofrenia. 
 
Cannabis en la adolescencia y esquizofrenia. 
En los últimos años se ha publicado un importante número de trabajos 
acerca de las consecuencias psicológicas que el consumo de cannabis tienen en el 
ser humano, además de un, incluso mayor número, de publicaciones sobre los 
posibles usos terapéuticos de los cannabinoides. Y aunque quizá no se haya 
establecido aún una linealidad entre consumo y generación de esquizofrenia, hay 
autores que postulan la existencia de una relación causa-efecto entre el 
consumo de cannabis y la aparición de psicosis, que es dependiente de dosis, 
precediendo el consumo a la aparición de la psicosis (Henquet y cols., 2005) y 
una creciente bibliografía que postula que cuando el consumo se produce al inicio 
de la adolescencia el riesgo posterior de psicosis aumenta ( Rubio y cols., 2008). 
Recientes datos estiman el comienzo del consumo de cannabis entre los 12 y los 
18 años (Samhsa, 2004) y a pesar de este hecho no hay aún suficiente 
información sobre las consecuencias neurobiológicas a largo plazo.  Es un hecho 
conocido que la adolescencia es una fase crítica del desarrollo cerebral, 
caracterizado por una fuerte plasticidad neural, con creación y destrucción de 
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sinapsis, mielinización de nervios , cambios en patrón de expresión de 
neurotransmisores y de los receptores correspondientes en las áreas del 
cerebro esenciales para el comportamiento y las capacidades cognitivas (Rice y 
Barone, 2000). Además aunque aún no ha sido estudiado el papel que el sistema 
cannabinoide ejerce en esta remodelación cerebral en la adolescencia, es posible 
que sea significativo ya que si se conoce, como se explicará en el siguiente 
apartado, su importante papel en el desarrollo temprano del cerebro (Viveros y 
cols., 2005).   
A este respecto se debe tener en cuenta y valorar diferencialmente las 
consecuencias del consumo de cannabis en relación al sexo del usuario. Medida 
que debe ser tenida en cuenta, ya que se conoce que el Δ9- THC es capaz de 
modificar  diferencialmente diversos parámetros reproductivos tanto en 
animales de laboratorios como en humanos (Kolodny y cols., 1974), en relación  a 
la liberación hormonal, tamaño gonadal y comportamiento sexual. Y sobre todo, 
porque  las hormonas esteroideas son capaces de alterar la densidad y afinidad 
del receptor cannabinoide, por un lado. Y porque la actividad del Δ9- THC  sobre 
la actividad dopaminérgica varia con el ciclo hormonal en las hembras 
(Fernández-Ruiz y cols., 1992). 
Por otro lado, puede ser que la causa de la enfermedad esté asociada a 
perturbaciones producidas durante el desarrollo del sistema nervioso temprano, 
que quedarían silentes hasta la adolescencia. En este caso la maduración del 
cerebro adolescente podría verse afectada por la presencia de las anomalías 
generadas  en el desarrollo, y no tendrían entonces relación con el consumo de 
cannabis o al menos no como factor unitario. 
Valoración del estado psicótico en animales de laboratorio 
 
El estudio de la esquizofrenia en modelos animales es una tarea 
complicada,  debido al importante componente de alteración del pensamiento en 
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el ser humano. Sin embargo, hay ciertas manifestaciones psicóticas con 
correlato funcional en modelos animales y que permiten una aproximación 
aceptable al problema. Un signo psicótico típico que puede ser abordado a nivel 
experimental preclínico es el de la alteración de la inhibición por prepulso (PPI), 
la cual ha sido usada en la realización de esta tesis doctoral. La PPI es un 
fenómeno donde la respuesta de sobresalto ante un estímulo brusco e 
inesperado se atenúa si el estímulo se precede de otro de menor intensidad 
(Graham, 1975; Braff y cols., 2001). Representa pues una respuesta de filtrado 
sensorial normal que se sabe alterada en enfermos esquizofrénicos, es decir, los 
pacientes con esquizofrenia no presentan atenuación de la respuesta por 
prepulso (Figura 11).  
En lo que respecta al papel de cannabinoides en la esquizofrenia, en 
nuestro laboratorio se ha observado que el empleo agudo y crónico del agonista 
cannabinoide indirecto AM404, que aumenta la disponibilidad de 2-AG en la 
biofase, es capaz de alterar el PPI en ratones (Fernández-Espejo y Galán-
Rodríguez, 2004). 
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Figura 11. Representación esquemática de la función de la inhibición por prepulso o 
PPI. La presentación de un pre-estímulo de menor intensidad, es capaz de disminuir la 
amplitud de la respuesta a estímulos de gran intensidad en condiciones de normalidad si 
ambos estímulos son presentados lo suficientemente cercanos en el tiempo, mientras ante 
esquizofrenia esta función estaría defectuosa, y la respuesta sería igualmente amplia. 
 
Modelo de experimentación en animales para el estudio de la 
esquizofrenia. 
En el transcurso de esta tesis doctoral hemos usado el apoyo 
experimental de un modelo de esquizofrenia en animales, que al igual que el 
consumo de cannabis estaría clasificado en causas ambientales de la 
esquizofrenia. Se trata de un modelo de privación maternal temprana. La 
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privación maternal temprana puede tener efectos disruptores sobre el normal 
filtrado sensorial y por tanto modificar el valor del test de inhibición por 
prepulso. Este modelo se basa en la observación de que la temprana separación 
parental en los niños en periodos anteriores a la adolescencia, puede ser un 
factor que aumenta el riesgo de padecer depresión y/o psicosis en la edad 
adulta (Kendler y cols., 2002; Morgan y cols., 2007). De este modo se ha 
experimentado en animales con la privación maternal con resultados positivos. 
Parece ser que la explicación más plausible sería que, durante un periodo 
temprano del desarrollo postnatal, las ratas muestran una gran reducción de la 
sensibilidad del eje hipotalámico-hipofisiario-adrenal (eje cerebral de control y 
respuesta al estrés). Este periodo, que en ratas se extendería entre los días 4-
14, es llamado generalmente periodo de hiporespuesta al estrés. Dicho periodo 
se caracteriza por una disminución de ACTH y de respuesta a corticosterona o 
diferentes estresores (Rosenfeld y cols., 1991). La explicación biológica que se 
le da a este periodo, es la de proteger el cerebro de los efectos nocivos que 
supondría un nivel excesivamente alto de corticosterona (Kloet y cols., 1988). Un 
modo de fatigar este periodo de hiporrespuesta es mediante la aplicación de un 
estrés severo, como en este caso sería la separación prolongada de la madre 
(Levine, 1994).  Parece ser que el incremento en los niveles basales de 
corticosterona provocado en este periodo clave, persisten en el tiempo e incluso 
se prolonga hasta las edades adultas (Rots y cols., 1996). Este nivel elevado de 
actividad del eje hipotalámico-hipofisiario-adrenal persistente parece que 
también genera otras anormalidades en el animal adulto, como es la génesis de 
psicosis medible por test de inhibición por prepulso (Ellenbroek y cols., 1998)  
 
Utilización de fármacos relacionados con el sistema cannabinoide 
para pacientes esquizofrénicos. 
Como se ha visto existe una variedad de hipótesis sobre la etiología de la 
esquizofrenia. Los primeros tratamientos que surgieron para curar o paliar los 
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síntomas de los enfermos se referían al sistema dopaminérgico alterado, 
creando un grupo de antipsicóticos llamados típicos o de primera generación, que 
básicamente son antagonistas dopaminérgicos D2. Posteriores a estos surgió un 
amplio grupo de antipsicóticos llamados atípicos o de segunda generación, con 
afinidades por receptores diferentes del D2. Todos estos antipsicóticos 
presentan más o menos eficacia en el tratamiento de muchos de los síntomas de 
la enfermedad, pero generan una amplia gama de problemas o efectos 
secundarios indeseables.   
Existe una hipótesis llamada hipótesis de la automedicación, que describe 
el hecho de que un porcentaje bastante alto de los esquizofrénicos son además 
consumidores habituales de cannabis. En estos, tras el consumo de la droga, ha 
sido documentada por varios autores la desaparición de los síntomas negativos 
de la enfermedad  Bersani y cols., 2002; Buhler y cols., 2002).  Hay incluso 
estudios con el uso de dronabiol (molécula sintética de Δ9- THC) que presentan  
mejoras en los pacientes (Schwarcz y cols., 2009) 
Lo cierto es que debido al hecho, conocido recientemente, de que el 
sistema cannabinoide aparece alterado en los enfermos de esquizofrenia, abre 
la posibilidad de generar nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de 
los enfermos, menos dañinas y quizás más certeras que los ya conocidos cocteles 
de psicóticos típicos y atípicos.  
A este respecto de momento se está investigando con tratamientos 
basados en cannabinoides, entre ellos destacamos: 
 Rimonabant. Antagonista del receptor CB1. Los estudios 
realizados con el uso de Rimonabant ha generado buenos resultados. Así en 
modelos animales era capaz de revertir la alteración producida en la inhibición 
por prepulso (Ballmaier y cols., 2007). Aun así, en pacientes esquizofrénicos no 
parece la mejor opción, ya que en el uso de este fármaco en la lucha contra la 
obesidad, se han dado no pocos casos de depresión y ansiedad (Ugur y cols., 
2008). De todos modos, se sigue investigando los efectos del uso del rimonabant 
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en pacientes esquizofrénicos. Es importante destacar aquí que el rimonabant no 
sólo tiene interacción con el receptor CB1, sino que además es capaz de activar 
receptores como los  PPARγ e inhibir otros como los TRPV, o receptor de 
adenosina A1 (Pertwee, 2010). 
 Cannabidiol. Los estudios realizados en modelos animales sugieren 
que este compuesto posee propiedades antipsicóticas con un perfil 
farmacológico similar al de los antipsicóticos atípicos. Este reduciría síntomas 
sin producir los efectos secundarios nocivos de los antipsicóticos conocidos 
(Zuardi y cols., 2006). En estudios sobre pacientes esquizofrénicos también ha 
obtenido resultados positivos (Leweke y cols., 2000). Existían ya evidencias que 
mostraban que el consumo de cannabis con una relación elevada cannabidiol/THC 
experimentaban menos síntomas parecidos a psicosis esquizofrénicas (Morgan y 
cols., 2008). Este compuesto antagoniza además receptores GRP55, es agonista 
del receptor 5-HT1A  y al igual que rimonabant es agonista PPARγ. 
 Análogos de THC. Como ya se ha mencionado hay estudios 
realizados con Δ9-THC y análogos, donde se han podido constatar algunos 
efectos beneficiosos (Crippa, 2010).  
Si bien es verdad que aún no se conoce un tratamiento cannabinoide 
efectivo en la cura de la esquizofrenia, sí que se puede afirmar que  se ha 
abierto el camino para un mayor esfuerzo científico a este respecto, con la 
esperanza de encontrar una solución mejor que las que se conocen hasta la 
fecha para una enfermedad discapacitante de alta incidencia en la población 
adulta, como es la esquizofrenia.  
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5.5 Sistema cannabinoide y proliferación. 
5.5.1 Participación del sistema cannabinoide en el desarrollo neuronal 
Como ya ha sido mencionado, hoy sabemos que el sistema cannabinoide 
participa activamente en el desarrollo temprano del sistema nervioso. Recientes 
datos demuestran la importancia del correcto funcionamiento del sistema 
cannabinoide para el desarrollo embrionario. De hecho es importante desde 
antes incluso que la formación del sistema nervioso, se está estudiando su 
implicación incluso en la embriogenia, desde la correcta expulsión de los óvulos, 
hasta el desarrollo del cigoto, pasando por la implantación del blastocito en el 
útero, corroborándose que los cannabinoides tienen efectivamente un papel 
importante en todo este proceso (Klinger y cols., 2006). 
Los cannabinoides participan  activamente en el desarrollo temprano del 
sistema nervioso. Como se comentó al principio de esta tesis, se sabe que la 
localización del receptor cannabinoide CB1 es diferente  en etapas de formación 
y desarrollo de la que posteriormente presenta un cerebro adulto (Berrendero y 
cols., 1998).  El receptor CB1 está presente en el cerebro desde los momentos 
iniciales. En un estudio pionero se observó que ya en la semana 14 de gestación 
se localizan  en las zonas CA2-CA3 del hipocampo, aunque en menos densidad de 
las que se encuentran en el cerebro adulto (Mato y cols., 2003). 
Se ha detectado enzima FAAH en la glía radial en las últimas etapas de la 
gestación y postnatalmente. La localización celular de dicha enzima, unida al 
control que ejerce los cannabinoides en la astrogliogénesis, sugiere la 
implicación del sistema cannabinoide en diferenciación de los progenitores 
neurales. Por lo que endocannabinoides producidos en microentornos  pueden 
proporcionar señales extracelulares que modulen algunas de las etapas 
relacionadas con la elección del destino final y con la proliferación de los 
progenitores neurales, así como contribuir al mantenimiento del adecuado 
balance neurona-glía durante el desarrollo  cerebral (Aguado y cols., 2006).  
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En la migración de interneuronas durante el desarrollo embrionario 
parece ser que está implicada la transactivación del receptor TrkB (receptor de 
BDNF) por el receptor CB1 (Marsicano y cols., 2003). De hecho en la misma línea, 
se ha descubierto que la anandamida, en cooperación con el factor neurotrófico 
derivado del cerebro (BDNF), induce la migración de las interneuronas 
GABAérgicas que poblarán la corteza embrionaria. De hecho tanto la 
anandamida como el THC provocan modificaciones estructurales en este núcleo 
(Berghius y cols., 2007). Así pues los cannabinoides en lo que a desarrollo se 
refiere actuarían como morfógenos, pudiendo estar relacionado en procesos 
neurogénicos como la proliferación, diferenciación celular y maduración , así 
como en  la elongación axonal y la sinaptogénesis (Kim y cols., 2001; Harkany y 
cols., 2007). 
El receptor CB2 también podría estar implicado ya que se ha observado 
igualmente su  presencia  en  células progenitoras en embriones de ratón. La 
activación de cualquiera de los receptores cannabinoides, ya sea CB1 o CB2 es 
capaz de promover la proliferación de estas células, en un proceso dependiente 
de la ruta de señalización PI3K/Akt (Molina-Holgado y cols., 2007).  
Hoy se sabe que los cannabinoides participan en la regulación de la 
diferenciación de las células progenitoras neurales, por lo que puede ser 
importante en el desarrollo cerebral y como se verá en el siguiente punto, 
también en la plasticidad del cerebro adulto. 
 
5.5.2 Participación del sistema cannabinoide en la proliferación y 
mantenimiento de nichos neurogénicos en el cerebro adulto. 
 
La hipótesis de  que la generación de nuevas neuronas en el hipocampo 
durante toda la vida del individuo  puede jugar un papel importante en los 
procesos de aprendizaje y memoria (Kempermann y cols., 2004) y el hecho de 
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que un trastorno en este proceso puede participar en la etiología de 
enfermedades como demencia, epilepsia y esquizofrenia (Kempermann y 
Kronenberg, 2003; Galve-Roperh y cols., 2009), junto con la búsqueda de 
avances terapéuticos  para la cura de enfermedades neurodegenerativas, hace  
del estudio de los nichos neurogénicos  un tema actualidad de suma relevancia. 
 
5.5.2.1  Antecedentes  
 
Desde que Rudolf Virchow (1856) descubriera lo que él denominó como “tejido 
glial”, la historia del entendimiento de este tejido ha estado colmada de dogmas 
equivocados difíciles de abolir. Durante mucho tiempo, se pensó que dicho tejido 
tenía un origen mesenquimático. Esta idea fue refutada en la última parte del 
siglo XIX, cuando las técnicas histológicas comenzaron a revelar la estructura 
del epitelio neuronal temprano (His, 1889). Aunque equivocadamente His W. 
pensó que provenían de células progenitoras diferentes de las que generarían 
neuronas.  
Asociado con la idea de los orígenes separados para glía y neuronas surgió otro 
dogma, ampliamente difundido: Durante varias décadas, desde que se postulara 
la “teoría neuronal” (Ramón y Cajal, 1883) y aunque Santiago Ramón y Cajal, ya 
en su época vaticinara la regeneración neuronal, se ha pensado que la generación 
de nuevas células nerviosas solo ocurría durante los estados embrionarios y el 
desarrollo perinatal. Esta opinión fue reforzada por la escasez de mitosis 
observada en el sistema nervioso central (SNC) adulto. Además, los centros 
cerebrales germinales son notablemente modificados en la etapa post natal y 
muchos investigadores pensaron que la zona ventricular, se convertía en capa 
ependimal postnatal (The Boulder Committee, 1970). Extensamente se creía que 
estos centros germinales se hacían vestigiales o quiescentes poco después del 
nacimiento. Cualquier actividad proliferativa postnatal por lo general era 
asociada con la generación de glía más que de neuronas.  
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El concepto de que ninguna neurona nueva se formaba en el cerebro adulto 
comenzó a cambiarse en los años 1960 con el trabajo pionero de Joseph Altman, 
quien sugirió que se producían nuevas neuronas en algunas regiones restringidas 
del cerebro adulto (Altman y Das, 1966; Altman y Gopal, 1965) Estos trabajos 
pioneros no fueron tenidos en cuenta debido, principalmente, a cuestiones 
técnico-metodológicas. Así, la idea de que el cerebro adulto era incapaz de 
tener neurogénesis prevaleció durante más de dos décadas hasta que 
Nottebohm y colegas de manera concluyente, demostrara el reemplazamiento 
neuronal en el telencéfalo de aves adultas, investigando sobre Serinus Canarius 
(Burd y Nottebohm, 1985; Goldman y Nottebohm, 1983). También se demostró 
que existía neurogénesis en individuos adultos trabajando en otros taxones, y 
ahora se acepta como un rasgo común del cerebro de vertebrados (Alvarez-
Buylla y Lois, 1995).  
Es importante, sin embargo, clarificar que aunque se incorporen en ciertas 
regiones del cerebro adulto nuevas neuronas, hay otras regiones donde esto no 
parece ocurrir. Además, en todas las regiones de cerebro adulto donde el 
reclutamiento neuronal ha sido demostrado, sólo un subconjunto de los tipos 
neuronales son realmente producidas (Altman, 1970; Bayer, 1983; Peñafiel y 
cols., 1996; Trice y Stanfield, 1986; Alvarez-Buylla y cols. 1988, 1994; Scharff 
y cols., 2000). De modo que, muchos tipos neuronales, no parece que se 
sustituyan a lo largo de la vida del organismo. Se ha sugerido, para esta 
cuestión, que son las restricciones evolutivas la que han limitado el 
reemplazamiento de estos tipos celulares en el cerebro adulto (Rakic, 1985).  
 
Centros germinativos en el adulto  
Las regiones cerebrales donde se ha documentado que persiste una actividad 
germinativa son la capa subgranular (CSG) del giro dentado (GD) del hipocampo 
(Kaplan y Bell, 1984; Cameron y cols., 1993; Gage y cols., 1998) y la zona 
subventricular (SVZ, del ingles, subventricular zone) de ventrículo lateral 
(García-Verdugo y cols., 1998) .En estas zonas se han descrito tres grandes 
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tipos celulares: las células tipo A, B y C. Las células que proliferan en la capa 
subgranular dan lugar a las neuronas jóvenes que emigran una distancia corta y 
maduran en el hipocampo como neuronas granulares (Gage y cols., 1998; Gould y 
cols., 1997).  La composición celular y la arquitectura del SVZ han sido 
ampliamente  descritas (Figura 12). 
 
Figura 12. .   Esquema  de nicho proliferativo en cerebro adulto de rata,  zona 
subventricular  (SVZ), Células ependimales (E), en contacto con el lumen del ventrículo son 
multiciliadas, con estos orientados en la dirección del liquido cefalorraquídeo (CSF). Además 
estas células ependimales forman una estructura circular alrededor de los procesos apicales 
de las células B1. Las células de tipo B1, presentan un pequeño único cilio, sin capacidad de 
movimiento hacia el lumen ventrículo, del que se desprenden cuando se dividen. 
Normalmente las células B1 también presentan un proceso basal en contacto con algún 
vaso sanguíneo (Bv). Las células tipo B2, presentan características de astrocitos sin contacto 
con el ventrículo. Las células tipo C se localizan cerca de las de tipo B y de los vasos 
sanguíneos. Los neuroblastos o células tipo A, se localizan en cadenas de células en 
movimiento, con las que también contacta las tipo B1, que alcanzan el bulbo olfatorio para 
su completa diferenciación en células maduras. Modificado de Ihrie R y Álvarez-Buylla A, 2011. 
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Los neuroblastos del SVZ (células tipo A) expresan PSA-NCAM y nestina 
(Figura 12). Las células A migran en cadenas homotípicas (Lois y cols., 1996; 
Wichterle y cols., 1997), a través de una red de rutas interconectadas 
distribuidas por toda la pared del ventrículo lateral (Doetsch y Alvarez-Buylla, 
1996). Estas cadenas están envueltas por los procesos de células tipo B, con 
capacidad proliferativa lenta.  Hay dos tipos de células tipo B, células B1 y 
células B2. Las tipo B1, presentan un único  cilio corto, sin capacidad de 
movimiento hacia el lumen del ventrículo, del que se desprenden cuando entran 
en fase de división, y un proceso basan que contacta con algún vaso sanguíneo. 
Estás celular  expresando GFAP, Sox-2 y Nestina (Lois y cols., 1996; Ihrie y 
Alvarez-Buyllia, 2010). Normalmente las células B1 presentan uniones 
homotípicas entre ellas y uniones heterotípicas con células ependimales 
mediante uniones gap. Las células tipo B2 están normalmente más cercanas al 
parénquima. Dispersadas a lo largo de las cadenas de células de tipo A se 
localizan un grupo de células inmaduras de tipo C o células de división rápida, que 
expresan el marcador nestina pero no GFAP ni PSA-NCAM. Estas células C, que  
derivan de las células B1 y son las progenitoras de los neuroblastos, se 
encuentran, a menudo, entre las células A, B1 y algún vaso sanguíneo (Doetsch y 
cols., 1997).  
Muchas de las cadenas de células A se combinan en SVZ anterior y dorsal, 
formando una ruta restringida, llamada la ruta rostral migratoria (RMS). La 
RMS transporta más de 30,000 neuroblastos por día al bulbo olfativo, donde 
una fracción de estos se diferencian a neuronas granulares y periglomerulares 
(Lois y Alvarez-Buylla, 1994).  
Una capa de células ependimales multiciliadas (células tipo E) se encuentra 
adyacente a la ZSG y en contacto con el ventrículo. Estas células tipo E, 
expresan nestina, GFAP y vimentina. Algunos autores han sugerido que éstas 
pueden funcionar como células madres bajo condiciones específicas de cultivo 
(Johansson, 1999). Pero hay otros autores que no apoyan esta hipótesis 
(Doetsch y cols., 1999; Laywell y cols., 2000; Chiasson y cols., 1999). Estos 
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sugieren que la importancia de las células ependimales radica en que 
interacciones célula-célula, de tipo gap con las células tipo B1, siendo estas 
interacciones, cruciales para el mantenimiento del microambiente local o del 
nicho neurogénico (Lim, 2000).  
También se ha descrito, que las células madres se extienden más allá de las 
paredes de los ventrículos laterales y III ventrículo, a nivel mesencefálico. Se 
ha propuesto que podría existir un reemplazamiento continuo de células 
catecolaminérgicas a nivel mesencefálico, aunque este hecho está sujeto a 
controversia.  
 
 
 
Figura 13. Dibujo ilustrativo, mostrando el nicho celular de la SVZ y el linaje progenitor. 
(A.) Esquema frontal del cerebro adulto de ratón, mostrando las SVZ en naranja, entre los 
ventrículos laterales (VL). (B.) detalle de la zona marcada en (A.) donde se observa los vasos 
sanguíneos (VS) muy comunes en la SVZ constituyendo una fuente de señales para la 
neurogénesis. Se localiza en esta zona una lámina basal especializada (LB) que se extiende 
desde los vasos sanguíneos, por el SVZ, hasta terminar en pequeños bulbos adyacentes a las 
células ependimales (E). (C.)Esquema ampliado de la zona marcada en (B.) donde se 
pueden ver los neuroblastos en rojo (A) las células indiferenciadas de alta proliferación en 
verde (C) y los astrocitos en azul (B). (D.) Modelo de neurogénesis aceptado de la SVZ, 
mostrando los marcadores de proliferación que posee cada tipo celular. (Modificado de 
Doetsch , 2003). 
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5.5.2.2 Características de las células progenitoras del cerebro 
adulto  
Desde que fuera definitivamente aceptada la idea de la proliferación 
neuronal en el cerebro adulto, muchos han sido los estudios llevados a cabo para 
desenmascarar a la insigne célula progenitora. Los primeros trabajos se basaban 
en cultivos de células procedentes de la SVZ. En estos trabajos se observaba 
tanto proliferación in vitro, con el uso de factores de crecimiento (Reynolds y 
Weiss, 1992; Morshead, 1994; Gage y col., 1995; Weiss, 1996), como su 
multipotencialidad, pudiéndose diferenciar la progenie a distintos tipos 
celulares propios de tejido nervioso, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos 
(McKay, 1997).  
Una vez superado este primer paso, el siguiente debía ser el estudio y 
caracterización de las células madres in vivo. Esto fue complicado, ya que en 
principio se esperaba encontrar células inmaduras e indiferenciadas. Esto 
estaba basado en la idea errónea de que dichas células progenitoras debían de 
tener marcaje y estructura iguales al de las células embrionarias (Fuchs y 
Segre, 2000; Coulombe y cols., 1989; Vasioukhin y cols., 1999; Hu, 1997). Y sin 
embargo los trabajos recientes realizados sobre la SVZ, demuestran que éstas 
tienen características previamente atribuidas a células gliales maduras.  
Astrocitos  
De menor tamaño que las neuronas, los astrocitos constituyen el grupo 
más numeroso dentro de las denominadas células gliales, un conjunto 
heterogéneo de células específicas del tejido nervioso con numerosas y diversas 
funciones, aunque en ningún caso relacionadas directamente con la transmisión 
de señales intercelulares, principal función del tejido nervioso. El número de 
astrocitos es muy superior al del resto de células del tejido nervioso; algunas 
estimaciones colocan a los astrocitos en una proporción de 3 a 1 con respecto a 
las neuronas.  
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Las funciones más destacadas de los astrocitos, clásicamente han sido: 
regulación de la composición iónica del líquido extracelular del sistema nervioso 
central, inducción de la formación de la barrera hematoencefálica (BHE), actuar 
de soporte y guía de las neuronas durante la migración y ayudar a mantener los 
niveles de los intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos en las 
neuronas (Kimelberg y Norenberg, 1989; Miller y cols., 1989).  
Parece ser que a la multitud de funciones que se le atribuyen a los 
astrocitos habría que añadir el de célula progenitora. Son muchos los trabajos 
realizados sobre astrocitos de la SVZ, todos con la misma conclusión, inverosímil 
hace tres décadas, de que efectivamente ejercen un papel de progenitoras 
(Figura 14). Los astrocitos de la SVZ responden a EGF (del ingles, Ependimal 
Ground Factor, factor de crecimiento ependimal) in vitro, produciendo neuronas 
y glia (Doetsch y cols., 1999). Además se ha comprobado también su capacidad 
proliferativa in vivo, con el uso de la droga antimitótica Ara-C (citosina-β-D-
arabinofuranodido) inyectada en la SVZ y de bromodeoxiuridina (BrdU), un 
intercalante de ADN que marca las células proliferativas y su descendencia. La 
aplicación de esta droga ha corroborado que los astrocitos de esta zona dan 
lugar a células tipo C, que a su vez dan lugar a neuroblastos (Doetsch y cols., 
1999).  
Los astrocitos de la SVZ como cualquier otro tipo de astrocito, sufren un 
complejo proceso de compartimentación en la SVZ y se marcan con GFAP (del 
inglés, Glial Fibrillar Acidic Protein). Pero en un análisis detenido de las 
características de estas células, en comparación con las células madres 
embrionarias, se observan similitudes interesantes:  
a. Ambos tipos celulares expresan nestina (Doetsch y cols., 1997), una 
proteína del citoesqueleto que pertenece al grupo de filamentos intermedios 
característicos de células madres (Lendahl y cols., 1990).  
b. Están en contacto con el lumen del ventrículo y aunque en principio se 
pensaba que los astrocitos estaban separados del líquido cefalorraquídeo (LCR) 
por la capa de células ependimales, en un examen concienzudo, en la SVZ de 
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ratón se puede observar que algunos astrocitos conectan directamente con el 
lumen del ventrículo, por prolongaciones que corren entre las células 
ependimales (Doetsch y cols., 1999).  
c. Presentan un único cílio corto que se extiende en el LCR, y contiene 
9+0 microtúbulos, al igual que el de las células madres (Doetsch y cols., 1999; 
Sotelo y Trujillo-Cenóz, 1958; Cohen y Meininger, 1987).  
 
 
 
Figura 14. Esquema ilustrativo de los diferentes tipos de células progenitoras y la 
secuencia de aparición. Las células madres en el neuroepitelio temprano (izquierda) se 
extienden desde el ventrículo hasta la superficie pial, estas tienen la capacidad de auto-
regenerarse, y de producir diferentes tipos de células del tejido nervioso; la glía radial (centro) 
podría comportarse como célula madre neural, proviniendo quizá de las neuroepiteliares 
embrionarias.La glía radial se divide simétrica o asimétricamente, dando lugar a neuronas 
(rojo) que migran usando las proyecciones de la misma glía radial. La glia radial además 
puede producir neuronas de forma directa o a través de un tipo celular diferente (verde); la 
glía radial en el cerebro adulto, parece ser que se transforman en astrocitos (derecha). Estos 
astrocitos actúan como células proliferativas en algunas zonas del cerebro adulto, como la 
SVZ, donde pueden autorenovarse o dar lugar a neuroblastos de modo indirecto a través de 
un progenitor intermediario. Los tres tipos de células presentan un único cilio corto con 
disposición microtubular 9+0, extendido al lumen (Modificado de Alvarez-Buylla y García-
Verdugo 2001). 
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Glía radial  
 
A estas células, que presentan largos procesos (Figura 15), se les ha adjudicado, 
comúnmente, la función de actuar como guía para la migración de los 
neuroblastos hacia su destino final dentro del tejido (Rakic, 1972). Aunque se ha 
observado que al finalizar este proceso de guiado, estas células se retraen y se 
diferencian a astrocitos (Figura 14) (Schmechel y Rakic, 1979; Ramón y Cajal, 
1911; Levitt y cols., 1981; Pixley y De Vellis, 1984; Voigt, 1989).  
La glía radial es ubicua en el cerebro en desarrollo, y genera la mayoría de las 
neuronas y glía (Malatesta y cols., 2000; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Sin 
embargo, cuando cesa la neurogénesis, la glía radial desaparece y da lugar a 
astrocitos o ependimocitos de la pared ventricular, excepto en algunas regiones 
en la que persiste.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Glía radial cortical del cerebro en desarrollo, mostrando los procesos 
radiales por los que se desplazan las células nerviosas en desarrollo. A la derecha dibujo 
esquemático de una célula de glía radial. 
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Al igual que ocurre con los astrocitos, las células de la glía radial 
presentan características comunes a las células neuroepiteliares del embrión 
temprano:  
a. La glía radial contacta tanto con la superficie pial como con la superficie del 
ventrículo, al igual que ocurre con las embrionarias.  
b. Ambos tipos celulares expresan los filamentos intermedios de nestina 
(Lendahl y cols., 1990; Hockfield. y McKay, 1985).  
c. La glía radial sufre mitosis y migración interquinética muy similar a la que 
acaece en las células madres neuroepiteliares (Misson y cols., 1988; Frederiksen 
y McKay, 1988; McKay, 1989)  
d. Estas células extienden, también, un único cilio corto (Alvarez-Buylla y cols., 
1998), con disposición microtubular 9+0 (Sotelo y Trujillo-Cenóz 1958; Stensaas 
y Stensaas, 1968; Cohen y Meininger, 1987) al lumen del ventrículo.  
La cadena de acontecimientos más aceptada actualmente en relación a la 
proliferación celular que parece ocurrir en el cerebro, desde los estados 
embrionarios hasta la edad adulta, sería la mostrada en la figura 16. En ésta, las 
células del neuroepitelio durante el desarrollo se modifican primero a glía radial 
y luego a astrocitos, conservando ambos tipos de células la capacidad 
proliferativa.  
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Figura 16. Gráfico comparativo de la visión clásica (a) y la actual (b) sobre 
proliferación neuronal. (a) visión histórica de la generación del tejido nervioso, en la que las 
células del neuroepitelio (NE) darían lugar a dos tipos de células proliferativas: las que 
originaran glía y las que darán por proliferación a neuronas. (b) visión actual, donde las 
células del neuroepitelio (NE) generan durante la embriogénesis, gran parte del tejido 
nervioso, hasta que se modifican a glía radial (GR). La GR se divide de modo asimetrico 
generando neuronas y glía. Y ya en el adulto parece ser esta GR originan un tipo de astrocito 
con capacidad de autoperpetuarse y de generar los tipos celulares del tejido nervio 
(Modificado de Alvarez-Buylla y García-Verdugo. 2001). 
 
Células ependimales o ependimocitos  
 
Las células ependimales derivan de la glía radial, pero han perdido su capacidad 
neurogénica. Sin embargo, algunos autores han sugerido a las células 
ependimales como células progenitoras, ya que parece ser que bajo algunas 
condiciones especiales éstas funcionan como tal in vitro (Johansson, 1999). 
Aunque, en otros estudios en los que se usaron diferentes condiciones de 
cultivo, no parecían actuar como tal (Doetsch y cols., 1999; Laywell y cols., 
2000; Chiasson y cols., 1999), además de que no existen evidencias de la división 
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales  
de estas células in vivo (Doetsch y cols., 1999), las células ependimales no 
presentan características de células madres.  
Finalmente, en el adulto existen tanicitos en regiones cerebrales como el 
órgano subfornical (Figura 17) donde presentan aspecto de glía radial, pero no 
se ha demostrado neurogénesis. Estos tanicitos, aparentemente “quiescentes”, 
pero positivos a nestina,  han sido observados en la presente tesis doctoral.  
 
 
 
Figura 17. Órgano subfornical en la rata adulta, donde se observan tanicitos con 
apariencia de glía radial (células en verde), positivos a nestina, tapizando la pared del tercer 
ventrículo (D3V). En rojo se identifican células dopaminérgicas, positivas a tirosina-hidroxilasa. 
Barra: 100 μm. 
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5.5.2.3 Nuevos nichos progenitores en el cerebro adulto 
En el contexto de la temática de la presente tesis doctoral se ha 
documentado la existencia de otros nichos neurogénicos, distribuidos más 
ampliamente por el cerebro de animales adultos, que pueden en mayor o menor 
medida responder ante estímulos de daño cerebral, en un esfuerzo  de invertir 
el daño. Así encontramos que existen otras zonas del mesencéfalo donde 
podemos observar células nestina positivas que mantienen, en cierta medida, la 
tipología de nicho neurogénico que existe en la SVZ,  ya que se localizan 
fundamentalmente  próximas a los ventrículos.  
El descubrimiento de células progenitoras en el mesencéfalo, hecho que 
debe ser más profundamente estudiado, es de máxima importancia. Algunos 
laboratorios proponen  la estimulación terapéutica de dichas zonas para la 
generación de células dopaminérgicas ante la pérdida que se produce en 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Zhao y 
cols., 2002). 
Así se ha podido observar células con filamentos de nestina en las 
proximidades del tercer y cuarto ventrículo (Chouaf-Lakhdar y cols., 2002). 
Estas células  se localizan en el órgano subcomisural (SCO) y en el plexo 
coroideo (CP). La capa ependimaria del tercer ventrículo en el cerebro de la rata 
es una línea simple de células ciliadas y no ciliadas. Las células ciliadas se 
conocen como ependimocitos y las no ciliadas tienen largos procesos celulares 
que comunican con el parenquima del hipotálamo y se les conoce con el nombre 
de tanicitos (Flament-Durand y Brion, 1985). Los tanicitos mantienen 
características morfológicas  de las células gliales embrionarias que han sido 
descritas como las células progenitoras en el desarrollo del SNC (Alvarez-
Buylla, 1990). 
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Se ha encontrado células con filamentos de nestina entre los 
ependimocitos y en las capas subependimales en un número normalmente 
reducido. Estas no sólo presentaban filamentos de nestina, sino que además 
pudo constatarse que experimentaban división celular por marcaje de BrdU (Xu 
y cols., 2004; Chouaf-Lakhdar y cols., 2002). Esa división era normalmente 
mayor en las capas subependimales que entre los ependimocitos. La actividad 
mitótica de esta zona aumentaba mediante la administración de factores de 
crecimiento (Xu y cols., 2004). Mediante el cultivo de dichas células  extraídas 
de la capa ependimal del tercer ventrículo era posible generar neurosferas 
proliferativas in vitro, que podían generar todos los tipos celulares del cerebro, 
incluyendo neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.  Además  pudo observarse in 
vivo que los productos de división de esta zona eran capaces de migrar y 
madurar a neuronas funcionales.  
A estos esfuerzos se suman los trabajos de Hendrickson. Este grupo hace 
un amplio estudio de los diferentes tipos de células con filamentos de nestina 
que podemos encontrar en el cerebro adulto. Así describe la existencia de 4 
clases de células (Hendrickson y cols., 2011): 
 Clase I: están entre las células neuronales más pequeñas, 
ampliamente  distribuidas por el cerebro adulto a muy baja densidad. 
Presentan  somas muy pequeños (23 µm2 aproximadamente), y de 3 a 4 
procesos que frecuentemente bifurcan cerca del soma. Tras  un daño 
cortical, estas proliferan en torno al daño (vente veces más), sugiriendo 
relación con la microglía, pero el marcador de microglía demuestra que la 
microglía está en mucha mayor densidad y tiene un soma más grande que 
estas células clase I. No es poco razonable especular que estas células 
Clase I podrían ser una de las fuentes de células progenitoras neuronales 
que pueden ser observadas en cultivos de estriado, neocórtex y otras 
zonas no neurogénicas del cerebro adulto (Reynolds y cols., 1992; Palmer y 
cols., 1999).  
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 Clase II: se encuentra en la pared del acueducto, tercer 
ventrículo y en la pared  media del ventrículo lateral inmediatamente 
rostral a su fusión con el tercer ventrículo. Estas células, que en algunas 
zonas reciben el nombre de tanicitos, tienen un soma redondeado de unos 
65 µm2. Tienen pocos o ningún proceso celular. Presentan señal nestina +, 
pero no se detectó colocalización de señal BrdU en los experimentos 
realizados, por lo que  aún falta por determinarse si tienen actividad 
mitótica.  
 Clase III: Se han observado sólo en la zona basal del prosencéfalo 
(zona colinérgica,  el cuerpo estriado, y capas CA1-CA3 del hipocampo)  y 
muy limitadas a la zona del hipocampo y cuerpo estriado. En humanos se ha 
encontrado también en los ganglios basales. Estas células parecen 
estructuralmente neuronas y coexpresan marcadores asociados 
exclusivamente a neuronas diferenciadas. Los experimentos de 
proliferación han demostrado que este tipo celular no es de reciente 
generación. En cambio, aparecen como células maduras en el cerebro 
adulto expresando nestina. Se supone que no existen  neuronas que 
expresan nestina en el cerebro en ningún estado del desarrollo.  Pero, dado 
que estas neuronas únicas se encuentran solo en las regiones del cerebro 
involucradas con funciones de alto grado de cognición, se postula  que 
éstas podrían presentar filamentos de nestina debido a cambios 
morfológicos necesaríos para la plasticidad que caracteriza a los procesos 
cognitivos. De este modo,  la clase III, son en realidad “neuronas que 
expresan nestina” (NENs). Tiene un gran soma de media de 180-230 µm2 
dependiendo de su localización, y tienen procesos neurales de complejidad 
variada que también  son inmunopositivos para nestina. No se encuentran 
en el neocórtex, pero se han observado en regiones del cerebro adulto no 
relacionados con la neurogénesis: estriado, núcleo de la banda diagonal, 
núcleos medial septales, córtex piriforme, núcleos basales de Meynert, la 
capa piramidal del hipocampo y en el área posterior del hipotálamo; El 
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núcleo preoptico lateral, el área preóptica media, núcleo anterodorsal 
preóptico, núcleo medial preóptico y núcleo submamilotalámico. También se 
han encontrado en  la habérnula media, en los islotes de calleja 
(acumulaciones de células en la circunvolución del hipocampo) , en la 
fasciola cinérea  y en el indeseum griseum. 
 Clase IV: se encuentran por todo el prosencéfalo (hemisferios, 
tálamo, e hipotálamo) y típicamente se encuentran inmediatamente  
adyacentes a otras neuronas en una posición satélite que podría dar la idea 
de que estas células son oligodendrocitos que expresan nestina. Sin 
embargo, estas células no expresan el marcador GST-π propio de 
oligodendrocitos. Tampoco expresan GFAP, ni SOX-2, ni DCX, sugiriendo 
que no son astrocitos, ni células progenitoras, ni son neuronas 
recientemente generadas. Ni tampoco expresan NeuN o βIII-tubulina, 
indicando que no son neuronas maduras. .Tienen un soma de 115 µm2 de 
media, con largos y prominentes núcleos,  escaso citoplasma y de tres a 
ocho finos procesos celulares que rara vez sobrepasan los 10µm desde el 
soma. Aún falta por determinarse si tienen actividad mitótica. 
Bajo la influencia de estos descubrimientos, a los que se suma los hallazgos 
que constatan la actividad proliferativa ante daño cerebral en modelos animales 
(Korzhevskii y cols., 2008), se ha fundamentado una de las  inquietudes de este 
trabajo de tesis doctoral, donde  se estudió el posible aumento de proliferación 
en mesencéfalo trans el daño oxidativo provocado por el modelo de 
hemiparkinsonismo con 6-OHDA.  
 
Control de neurogénesis en cerebro adulto por cannabinoides 
 La primera alusión al posible papel del sistema endocannabinoide en la 
neurogénesis del cerebro adulto, fue el descubrimiento de la expresión del 
receptor CB1 en las células progenitoras (Figura 18). Este receptor aparece en 
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las células progenitoras neuronales desde los estadios embrionarios hasta las 
células progenitoras del cerebro adulto (Galve-Roperh y cols., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Expresión de receptores cannabinoides CB1 y progenitores neurales. CB1R 
se expresan in vivo en células que expresan nestina, progenitor neural (NEP) o el marcador de 
glía radial RC2, en embriones E17.5 y ratones postnatales P2.5, respectivamente. CB1R está 
presentes en progenitores radiales proliferativos, como lo revela la tinción con vimentina 
fosforilada. Los receptores CB1 también se expresan en células tipo B (nestina+ y GFAP+) de 
la zona subgranular del hipocampo del ratón adulto. CB = cannabinoide; GFAP = glial 
fibrillary acidic protein. Modificado de Aguado y cols., 2006. 
 Las células progenitoras  encontradas en el cerebro adulto presentan 
muchos constituyentes del sistema cannabinoide como los receptores CB1, CB2 y 
TRPV; los ligandos endógenos como anandamida y ácido araquidonil-glicerol (2-
AG); y enzimas del metabolismo de los cannabinoides, como la enzima FAAH y la 
enzima de síntesis de 2-AG, diacilglicerol lipasa (Harkany y cols., 2007; Aguado 
y cols., 2005; Goncalves y cols., 2008). Además, los ratones sin el receptor CB1, 
presentan dañada la proliferación de las células progenitoras de las zonas del 
hipocampo y subventriculares, así como la formación de neurosferas en cultivos 
(Aguado y cols., 2005).  
El desarrollo de las células progenitoras en el cerebro adulto es un 
balance regulado entre proliferación, diferenciación y supervivencia / muerte, 
controlado por señales extracelulares. Aunque el mecanismo implicado aún no 
está claro, las investigaciones recientes  sugieren que parte de este control 
viene dado por el sistema endocannabinoide. En este contexto hay propuestas ya 
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algunas vías que podrían estar implicadas en el control que ejerce los 
cannabinoides en el destino celular, como la vía Rap/B-Raf/ERK y  PI3K/Ark 
(Galve-Roperh, cols., 2006). También se postula  que el control de la 
proliferación por cannabinoides puede venir mediante la regulación de la óxido 
nítrico sintasa (Kim y cols., 2006), ya que como se sabe los cannabinoides pueden 
regular  la actividad de esta enzima y hay bibliografía reciente que propone al 
óxido nítrico entre los partícipes del control neurogénico (Matarreona y cols., 
2005). Además se ha propuesto la regulación cruzada  con rutas de señalización 
de los factores de crecimiento. En esta línea se propuso que el factor de 
crecimiento de fibroblastos puede inducir la síntesis de 2-AG (Willian y cols., 
2003).  También el sistema cannabinoide podría  estar implicado en la 
neurogénesis a través de su función como neuromodulador (Lie y cols., 2004) de 
otros neurotransmisores como la dopamina, la cual parece ser que tiene un papel 
en la regulación de la neurogénesis (Baker y cols., 2004). Otra de las inquietudes 
que fundamentan este trabajo de tesis doctoral fue el estudio del posible 
cambio en la  proliferación en mesencéfalo inducido por Δ9-THC, empleando el 
modelo de hemiparkinsonismo con 6-OHDA. 
Conseguir entender el funcionamiento  de la actividad proliferativa, es 
una ambición de actualidad  extrema, si tenemos en cuenta que hace poco más 
de dos décadas, aun se pensaba que no existía neurogénesis en el cerebro 
adulto. Hoy se mira al futuro con la esperanza de encontrar la clave de su 
control para tratar enfermedades para las que hoy sólo tenemos tratamientos 
paliativos. La neurogénesis en el cerebro adulto puede ser la clave para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Párkinson, pero 
también para enfermedades como la esquizofrenia, donde se ha visto hay una 
pérdida de dicha capacidad (Reif y cols., 2006) y que por lo que sabemos bien 
podría ser la causa etiológica. 
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Tarea Experimental I 
Efecto motor de inyecciones intraestriatales de Δ9-THC y 
ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas. 
1. Objetivos 
Los experimentos realizados en ratas buscaron siguientes 
objetivos específicos: 
 Valorar el efecto motor del Δ9-THC en modelo de 
hemiparkinsonismo nígrico. 
 Detectar la posible implicación de los receptores 
dopaminérgicos D3 en el control motor de animales en 
modelo de hemiparkinsonismo nígrico 
 
2. Animales de experimentación 
Se usaron Ratas Wistar adultas hembras (170-259 g), provenientes del 
animalario de la Facultad de Medicina 
de la Universidad de Sevilla. Los 
animales fueron tratados en todo 
momento de acuerdo a las normas de 
uso y cuidado de los animales de 
laboratorio de la universidad de Sevilla. 
La temperatura y humedad en el 
laboratorio se mantuvieron contantes 
(22±1ºC) y (30-60%, respectivamente), 
con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la comida fueron 
disponibles ad libitum. 
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3. Procedimiento experimental 
Los animales eran sometidos a una operación esterotáxica por la 
que por un lado se les lesionaba la sustancia negra unilateralmente, y por 
otro lado se les implantaba una cánula al estriado ipsilateral. Una vez que  
los animales estaban recuperados de la operación, se les validaba el 
estado de parkinsonismo por test de comportamiento de inducción de 
giro por anfetamina. Y posteriormente se les estudió el cambio en dicho 
giro inducido por distintas sustancias. Para finalizar se corroboró que las 
cánulas estuvieran colocadas acertademente. 
 
3.1. Cirugía estereotáxica 
Los animales fueron sometidos a una doble operación estereotáxica: 
Inyección intranígrica unilateral de 6-OHDA y colocación de cánula de 
inyección fija intraestriatal. 
 
a) Inyección intranígrica unilateral de 6-OHDA 
Ésta, consiste en la inyección de  6-OHDA, una droga conocida por el 
daño selectivo que hace sobre las neuronas catecolaminérgicas. 30 minutos 
antes de la operación se les inyecta desipramina (clorhidrato de  desipramina, 
Sigma, EE.UU) 10mg/Kg  intraperitonealmente (IP), para proteger a las 
neuronas noradrenérgicas del daño oxidativo, y penicilina (100000 UI) 
intramuscular (IM) como profilaxis antibiótica. Pasados los 30 minutos se 
anestesian los animales con ketamina (50mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) IP y son 
colocados en el aparato estereotáxico Kopf (Figura 19 ), mediante el uso de las 
barras interaurales y una barra de sujeción incisiva colocada a 3,3 mm bajo la 
línea interauricular. 
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Figura 19. Fotografía de una rata Wistar colocada en el estereotáxico, antes de la 
operación donde se puede ver los punto de soporte 
 
A continuación, se procede a la desinfección superficial de la cabeza del 
animal con antiséptico de uso tópico y se realizó, con bisturí, una incisión 
longitudinal limpia en la cabeza desde la comisura anterior de los ojos hasta el 
inicio de la musculatura del cuello. Una vez despegado y separado el periostio 
lateralmente, se expuso la calota para proceder a la localización del  brazo 
móvil del estereotáxico hacia el bregma. El bregma supone el punto de unión de 
la sutura sagital con la sutura fronto-parietal del cráneo, se usa como punto de 
referencia a partir del que se calcula las coordenadas estereotáxicas, 
correspondientes a la sustancia negra, según el atlas estereotáxico para ratas 
Wistar de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson,2005).  
 Las coordenadas utilizadas para la microinyección en la sustancia negra  
con respecto al bregma, en milímetros, son: 
 
 
 
 
Una vez realizados los cálculos pertinentes, se fijaron las coordenadas, y 
mediante una fresa de corona esférica, se procedió a la craneotomía, 
Antero-Posterior 
(AP) 
Lateral 
(L) 
Vertical 
(V) 
-5.4 
-5.2 
+2.2 -8.2 
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perforando la calota hasta dejar expuesta la duramadre, de tal modo que se 
permitiese el paso intracerebral de la microcánula con 6-OHDA. Para la 
inyección del fármaco se utilizó una jeringuilla Hamilton de 10 µl conectada a la 
microcánula de inyección a través del tubo de polietileno. Una vez situada la 
microcánula en el núcleo en cuestión se inyectaron 1,2 µl de una solución 6-
hidroxidopamina (5µg/µl, Sigma), 0,9% de ClNa y 0,2% de ácido ascórbico en 
cada punto de lesión (Figura 20 ), durante cinco minutos, a velocidad constante 
mediante el uso de una bomba de inyección electrónica regulable ( Inyector 
KDS-100 CE, Kd Scientific, EEUU). La microcánula se mantiene durante  unos 
tres minutos una vez  terminada  la infusión, para permitir la correcta difusión 
del tóxico por el tejido retirándolo  lentamente después. Una vez finalizada la 
lesión se procedió con la segunda operación estereotáxica. 
 
 
Figura 20. Gráfico ilustrativo, de una sección de cerebro. Durante la operación a 
través de la cánula, se libera de forma localizada  6-OHDA , para lesionar la SN izquierda 
(verde) 
 
Las ratas control o con falsa lesión (ratas “sham”), fueron sometidas al 
mismo procedimiento quirúrgico, siguiendo el mismo protocolo, pero la solución 
inyectada no contenía 6-OHDA, sino que se les inyecto solo el vehículo 
correspondiente (salino 0,9%, ácido ascórbico 0,2%, en agua destilada). 
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b) Implante de cánula  intraestriatal. 
Para realizar esta operación, primero era necesario colocar la cánula  en 
el brazo móvil del aparato estereotáxico, sustituyéndolo así la aguja usada 
para inyección del tóxico. Una vez colocada se procedió nuevamente con la 
localización del bregma, para calcular, ahora, las coordenadas 
correspondientes al estriado. Las cuales fueron en milímetros: 
 
 
 
 
Tras los cálculos correspondientes, se procedió a taladrar el orificio por 
el que habría de penetrar la cánula. Dicha cánula consta de cánula guía de 22 
gauge y 14mm  y cánula interna obturadora de 30 gauge y 16mm. De esta forma 
la cánula obturadora interna sobresale 2mm, de la misma manera que 
sobresaldrá posteriormente la aguja por la que se le inyectará las distintas 
sustancias, permitiendo así una mejor difusión  y éxito al experimento. Se 
realiza también un orificio (sin llegar a perforar el cráneo) cercano a la cánula. 
La cánula se inserta en las coordenadas correspondientes y en el orificio anexo 
se colocó un microtornillo bien fijado con sigma-tote, creando así un soporte 
para la cánula. Por último, con la ayuda de cemento de dentista, se hizo un 
bloque con la cánula, el tornillo y un “gorro” de plástico (Figura 21), que servirá 
de protección para evitar que el animal rompa el implante. Una vez endurecido 
el cemento, se suturó la incisión por delante y por detrás del implante, se 
identificó a los animales para su posterior utilización y se mantuvieron 
estables en el estabulario. 
Antero-Posterior 
(AP) 
Lateral 
(L) 
Vertical 
(V) 
+0.5 +3 -5.5 
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Figura 21. Esquema representativo de la colocación de la cánula en el estriado  
 
c) Análisis de disfunción motora. Test de anfetamina. 
El empleo del test de giro inducido por anfetamina,  se usa para validar el 
grado de lesión provocado con la operación (Schwarting y Huston, 1996). Este 
test se basa en la administración de anfetamina (clorhidrato de anfetamina, 
Sigma,  EEUU). 
La anfetamina es un psicoestimulante que produce un incremento en la 
liberación de dopamina. En los animales lesionados en el circuito nigroestriatal 
induce una intensa rotación homolateral a la lesión. Este giro es provocado por 
el nivel descompensando de dopamina liberada por los terminales 
dopaminérgicos en un estriado y el otro. 
 Para la realización del test  se les administró a las ratas una solución de 
clorhidrato de anfetamina (5mg/kg, sigma) en NaCl al 0,9% en el 
intraperitonealmente (IP), 15 días tras la lesión estereotáxica. Entre 30 y 90 
minutos después de la administración de la anfetamina se contabilizan los giros 
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en el sentido de las agujas del reloj, es decir, rotaciones ipsilateral a la lesión 
y de 360º, dentro de un diámetro de 30 cm. 
 Este test permite seleccionar las ratas con parkinsonismo estable e 
intenso, ya que un número de rotaciones superior a 420 giros/hora es 
indicativo de una lesión superior al 85% de las neuronas dopaminérgicas de la 
sustancia negra, que representa un daño similar, al acaecido en los humanos que 
presentan síntomas de la enfermedad. Las ratas que no giraron > 420% 
giros/hora fueron sacrificadas. 
 
3.2. Protocolo de inyección intraestriatal. 
Una  vez comprobada y registrada, la disfunción motora de los animales, y 
tras 7 días del test de anfetamina, esto es 22 días después de la operación 
estereotáxica, se procedió a la inyección intraestriatal de varias sustancias. 
Las cuales fueron: 
 Δ9-THC (Sigma, EEUU), agonista cannabinoide. 
 GR103691 (Tocris, UK), antagonista dopaminérgico del receptor 
D3  
 7-OH-PIPAT (Tocris, UK), agonista dopaminérgico del receptor 
D3  
Las sustancias se inyectaban en el estriado ipsilateral a la lesión y 30 min 
después se les sometían nuevamente al test de anfetamina para comprobar en 
qué medida modificaban el dato inicial de giro del animal. 
Todos los animales recibían 1,5µl de la sustancia correspondiente a su 
grupo de experimentación, para ello se mantenía al animal inmovilizado 
manualmente,  se le extraía la cánula y se le introducía una aguja de inyección 
de las mismas dimensiones que la obturadora (16mm), y mediante una aguja 
Hamilton conectada a la aguja por un tubo de polietileno y una bomba inyectora, 
se le administraba el producto a velocidad constante. Tras 30 minutos se les 
administraba la anfetamina IP y se procedía a la valoración de giro.  
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Se hicieron también grupos en los que los productos se inyectaron de 
forma conjunta. Esto se hizo una vez comprobada las dosis más efectivas de 
cada producto inyectado. Para ello, primero se inyectaba uno de los productos 
de interacción dopaminérgica, del mismo modo mencionado anteriormente, y 20 
min después el Δ9-THC. A continuación, pasados 30 mnutos  se procedía con el 
test de giro, inyectando la anfetamina para realizar el test  normalmente. Los 
grupos realizados fueron los que siguen: 
Grupos de inyección simple 
Producto vehículo Dosis inyectadas intraestriatalmente 
Δ9-THC Alcohol 0mg/ml 5mg/ml 15mg/ml 25mg/ml 
GR103691 DMSO 0nmol 1nmol 5nmol 10nmol 
7-OH-PIPAT DMSO 0µg/µl 1 µg/µl 5 µg/µl 10 µg/µl 
 
Grupos de doble inyección 
Productos Dosis inyectadas intraestriatalmente 
GR103691  
 Δ9-THC 
0nmol GR103691 
0mg/ml THC 
5nmol GR103691 
5mg/ml THC 
5nmol GR103691 
15mg/ml 
7-OH-PIPAT 
 Δ9-THC 
0µg/µl PIPAT 
0mg/ml THC 
5µg/µl PIPAT 
5mg/ml 
5µg/µl PIPAT 
15mg/ml 
 
Los grupos control en este caso, fueron aquellos animales que recibían 
intraestriatalmente, los vehículos de las sustancias, es decir, etanol, o DMSO, 
en la misma cantidad y ventana temporal que el resto de animales. 
3.3. Verificación de colocación de cánula 
Para constatar que los productos fueron inyectados correctamente, una 
vez se terminaron los test, los animales fueron nuevamente inyectados 
intraestriatalmente. Esta vez se les inyecto tinta china que, al no difundir con 
facilidad por los tejidos nos revelaría el punto exacto de infusión a través de 
las cánulas implantadas a los animales. 
La tinta china fue inyectada a través de la cánula por una aguja que 
nuevamente media lo mismo que la cánula obturadora, y también por medio de 
la bomba de inyección y una aguja Hamilton. Los animales recibieron una 
infusión de 0,5µl de una solución de tinta china levemente diluida en agua. 
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1. Procesamiento del tejido 
Tas suministrarles las inyecciones a los animales, éstos fueron 
sacrificados mediante decapitación con guillotina. Los cerebros se extrajeron 
rápidamente, se congelaron mediante inversión en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a una temperatura de -80ºC hasta su posterior utilización. 
Para realizarles la tinción, la zona de interés de los cerebros se cortaron 
en secciones coronales de 30 µm de grosor con un criostato (MICROM HM 525, 
MICROM international GmbH, Italia) a una temperatura de -20ºC. Dichas 
secciones se recogieron en portas SuperFrost (Menzel-Gläser), donde se les 
realizo la tinción. 
 
2. Protocolo de tinción. 
Los cortes de tejido colocados en los portas y perfectamente secos se 
pasaron por una batería de soluciones. En concreto  por etanol 96% (un pase), 
xileno100%(un pase), etanol 96%, 70% y 20% durante 2 minutos en cada una, 
y después se pasaron por agua destilada durante 5 minutos. Tras lo cual, se 
mantuvieron durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solución de 
violeta de cresilo (0.1% p/V; Sigma). Posteriormente, se lavaron en agua 
destilada (dos pases) y seguidamente se deshidrataron pasando los cortes 
primero por una disolución de 270 ml de etanol 70% y 30 ml de ácido acético 
al 10% (dos pases) . Por último se introdujeron nuevamente en etanol 100% 
durante 1-2 minutos,  se dejaron secar a temperatura ambiente y cubiertos 
con medio de montaje DPX y cubreobjetos. Los cortes teñidos eran 
fácilmente analizados mediante el uso de lupa (Figura 22), para comprobar 
que el punto de inyección era efectivamente el deseado. 
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Figura 22. Ejemplo de verificación de correcta implantación de cánula En la figura 
puede verse una fotografía a un corte coronal de cerebro de rata teñido con violeta de 
cresilo donde puede apreciarse el punto de inyección intraestriatal ( flecha) y  una lámina 
del atlas estereotáxico (Paxinos y Watson, 2005) de la zona de interés. 
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Tarea Experimental II 
Efecto Bifásico del Δ9-THC en la supervivencia de neuronas de 
la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los 
receptores CB1, PPAR-α y TRPV1. 
1. Objetivos. 
 Estudiar los efectos  del  Δ9-THC en la  supervivencia de cultivos 
de sustancia negra  de ratones C578BL6 per se y/o tras tratamiento 
tóxico con 6-OHDA. 
 Discernir el papel en la supervivencia mediada por Δ9-THC de los 
receptores del sistema cannabinoide CB1, TRPV1 y PPAR-α mediante el 
uso de antagonistas como GW6471  (antagonista del receptor PPAR-α) y 
capsaicina (agonista TRPV1), y mediante el uso de ratones Knock-out. 
 
2. Animales de experimentación. 
Los experimentos se realizaron mediante el uso de ratones carentes de 
receptores PPAR- , del receptor cannabinoide CB1 y del receptor vanilloide 
TRPV1 
 Ratones C57Bl/6J de los laboratorios Jackson ( Bar Harbor, 
ME)  
 Ratones carentes (o knock-out, KO) del receptor PPAR-α, 
preparados con fondo genético de ratones C57 BL/6J, 
cedidos por la fundación IMABIS de Málaga. 
 Ratones carentes del receptor CB1 y su correspondiente 
genotipo silvestre o wild-type, (WT) cedidos por la Dra. Olga 
Valverde ( Universidad Pompeu Fabra, Barcelona) 
 Ratones carente del receptor TRPV (B6.129S4-Trpv1tm1Jul) 
procedentes de los laboratorios Jackson ( Bar Harbor, ME), 
con fondo genético de raton negro  C57BL/6J 
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Todos fueron tratados en todo momento de acuerdo a las normas de uso 
y cuidado de los animales de laboratorio de la Universidad de Sevilla. Estos 
fueron preservados en el estabulario a temperatura y humedad constantes 
(22±1ºC, 30-60%, respectivamente), bajo un ciclo de luz- oscuridad de 12 
horas. El agua y la comida estuvieron disponibles ad libitum. 
 
3. Protocolo de Experimentación 
Para esta tarea experimental se realizaron cultivos de neuronas de la 
sustancia negra de distintos tipos de ratón. Los cultivos fueron estudiados por 
fluorescencia para verificar que la población de neuronas se componía de las 
neuronas dopaminérgicas propias de este núcleo del cerebro. Después se 
estudió la supervivencia de los cultivos por el método de lactato 
deshidrogenasa ( LDH) tras exponerlos a distintos productos. 
 
3.1. Cultivo de neuronas. 
Los cultivos primarios de neuronas de sustancia negra se realizaron 
siguiendo el método descrito anteriormente por Cardozo (Cardozo, 1993), con 
algunas modificaciones sugeridas por otros autores (Mena y cols., 1997; Burke 
y cols., 1998; Smeyne, 2002).  
Para los cultivos, los ratones con tres semanas de edad fueron 
decapitados bajo condiciones de esterilidad, para extraerles el cerebro. Los 
cerebros fueron rápidamente colocados en una solución fría de HBBS (Hank’s 
balanced salt solution, Gibco, invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) y sujetados 
en una matriz de disección, donde se hacen secciones coronales del 
mesencéfalo de unos 0,5-1mm. Con la ayuda de una lupa de disección, se toman 
entonces las zonas correspondientes a la sustancia negra, manteniendo 
especial cuidado de excluir las zonas mesencefálicas adyacentes como el área 
tegmental ventral). 
Para la digestión del tejido se utiliza una solución enzimática de papaína 
(20 unidades/ml; Worthington, USA) con 0,2 mg/ml de L-cisteina en DMEM 
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( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma Aldrich), 100mM de CaCl2 y 
50mM de EDTA. La solución se mantiene durante 40 minutos a 37ºC en un baño 
de agitación. Después, el tejido es mecánicamente disociado con la ayuda de 
una pipeta y centrifugado a 1000 r.p.m. durante 5 minutos. Tras la 
centrifugación, el pellet se recoge y se deposita en un tubo con solución de 
inactivación que consta de 10% FCS (Foetal Calf Serum), 1% inhibidor de 
tripsina y 1% BSA (Bovine Serum Albumin) en DMEM. Se mantiene en la 
solución inacivante durante 5 minutos y posteriormente se centrifuga durante 
otros 5 minutos. El pellet se resuspende en medio de cultivo Neurobasal-A 
suplementado con 2% de B27 y 1% de Glutamax (Invitrogen Corp.), además de 
la solución antibiótica adecuada. 
La solución celular resultante es ajustada a 30.000 células por pocillo en 
una placa multipocillo de 96. La suspensión celular resultante de la digestión de 
la sustancia negra de cada ratón permite sembrar entre 3-4 pocillos. Los 
cultivos, finalmente, se mantenían en un incubador a 37ºC y 5% CO2. 
 
 
3.2. Compuestos y dosis usados sobre los cultivos. 
 El Δ9-THC (Sigma-Aldrich, Sanint Louis, USA), se usaba disuelto 
en etanol al 10% en  medio de cultivo Neurobasal, a las dosis de 0, 30 y 
300nM, y 1.5, 3 y 6µM. 
 El toxico dopaminérgico 6-OHDA (Sigma-Aldrich)  se usaba 
disuelto en 0.15% de ácido ascórbico( para evitar su oxidación en el medio) 
y salino, a las concentraciones de 0, 40 y 60µM  
 GW6471 (antagonista del receptor PPAR-α) (Tocris, UK), se usaba 
disuelto en 10%  DMSO a una concentración de 1µM. 
 Capsaicina (agonista del receptor TRPV1) (Tocris, UK), se usaba a 
dosis de 10µM 
 
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales  
3.3. Protocolo de tratamiento a los cultivos y ensayo de 
citotoxicidad (LDH) 
Los cultivos de sustancia negra fueron tratados con las diversas 
sustancias a partir del cuarto día de cultivo. Para ello se retiró el medio de 
cultivo y se sustituía durante 2 horas por medio Neurobasal-A sin B27 (Molina-
Holgado y cols., 2005). Es lo que se denomina “ayuno”, de modo que las células  
estaban en un estado basal. El Δ9-THC era añadido durante 1 hora a los 
cultivos. En aquellos que recibían también GW6471 (1µM) y capsaicina (10µM),  
se les fueron  incorporadas  al medio durante 15 minutos justo antes de añadir 
el  Δ9-THC. Y en los casos en los que se usaba 6-OHDA, ésta, era añadida al 
medio después de 1 hora tras el tratamiento con Δ9-THC. La 6-OHDA (0, 40 y 
60 µM) se añadía a los cultivos recién preparada en ácido ascórbico al 0.15% y 
salino, durante 15 minutos en el incubador  para producir la muerte de 
neuronas dopaminérgicas específicamente (Ding y cols., 2004). Pasados los 15 
minutos, se retiraba el medio con 6-OHDA y se lavan los pocillos con 
Neurobasal-A 2 veces. Y se mantenían en este medio  durante 24 horas, 
cuando comenzaba el ensayo de citotoxicidad o LDH. 
La citotoxicidad producida por la 6-OHDA a las distintas dosis utilizadas 
es evaluada mediante un método indirecto ampliamente utilizado, como es el 
ensayo de la lactato deshidrogenasa (LDH), una enzima que es citosólica y que 
aparece en el medio extracelular ( o, en este caso, en el medio de cultivo) al 
morir las células. Este ensayo se realiza mediante la utilización del kit 
comercial ” Cytotoxicity Detection Kit” (Roche, Indianapolis, USA). 
La cantidad máxima de LDH en relación a las condiciones de cultivo 
llevadas a cabo se calculaban incubando un pocillo sin tratamiento adicional,  
con tritón X-100 al 0.5% durante 1 hora para producir la máxima lisis celular. 
Por el contrario, la muerte basal del cultivo y sus condiciones particulares se 
obtienen de pocillos sin tratar y con medio suplementado con B27 hasta justo 
antes de empezar el ensayo (entonces hay que quitar el B27, ya que produce 
errores en los resultados durante el ensayo colorimétrico). La liberación de 
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LDH de fondo, es decir, del medio sólo se les resta a los valores obtenidos en 
todos los pocillos. 
Los valores de muerte se calculan como: 
 
BK, muerte basal del cultivo en un pocillo sin tratamiento  
FK, muerte total generada con Tritón X-100  durante 1 hora 
 
 
3.4. Procedimiento de Imnunohistoquímica 
 
Con el propósito de confirmar la presencia de las neuronas 
dopaminérgicas en los cultivos, así como  su integridad, algunos de los cultivos 
fueron examinados por inmunofluorescencia utilizando los marcadores tiroxina-
hidroxilasa (TH, enzima limitante de la síntesis de dopamina) para detectar los 
terminales dopaminérgicos  y V-GAT (transportador vesicular de GABA 
localizado en las membranas de las vesículas sinápticas), para localizar 
terminales GABAérgicos.  
Las células  colocadas en porta objetos sobre una superficie de poli-d-
lisina, colágeno y ácido acético (1:1:3), se fijaron con una solución fría de 
paraformaldehido al 4% en PB (pH7.4), durante 10 minutos. Tras lo cual fueron 
lavadas con PBS (Phosphate Bufferred Saline) e incubados en una solución de 
0.1% Triton X-100 en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Pasados los 20 minutos a los cultivos se les aplicaba una solución bloqueante 
que contenía 5% FBS y 1% Triton X-100 en 0.1mM PBS (pH7.4) durante 45 
minutos. Después se incubaron durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo  
anti-TH (rabbit monoclonal anti-TH, Sigma-Aldrich) a una concentración de 
1:1000  y anticuerpo anti-V-GAT (mouse monoclonal anti-V-GAT, Synaptic 
System, Germany) a la concentración de 1:1000.  Tras tres lavados con 0.1% 
Triton X-100 en PBS, los cultivos se incubaron con los anticuerpos secundarios 
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conjugados con FITC y rodamina respectivamente en solución bloqueante 
durante cuatro horas a temperatura ambiente. Después  se expuso los cultivos 
en una solución con DAPI (Molecular Probes, Invitrogen Corp.) a la 
concentración de 1:1000 en PBS, para marcar los núcleos. Por último fueron 
cubiertas usando kit de montaje, Slowfade antifade (Molecular Probes, 
invitrogen Corp.). Los controles en este caso,  recibirán el mismo tratamiento 
de inmunofluorescencia, a excepción de los anticuerpos primarios 
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Tarea Experimental III 
Estudio de la capacidad psicotogénica del agonista 
cannabinoide  
Δ9-THC. 
 
1. Objetivos. 
Los experimentos realizados en ratones  buscaron los siguientes 
objetivos específicos: 
 Evaluar la capacidad psicotogénica del Δ9-THC en ratones tras 
exposiciones agudas y crónicas de la droga, considerando el dimorfismo 
sexual. 
 Evaluar la capacidad psicotogénica  del Δ9-THC en tratamientos 
crónicos durante la adolescencia y/o la adultez, considerando el 
dimorfismo sexual. 
 Valorar los efectos del tratamiento crónico de Δ9-THC en 
condiciones de psicosis inducida por aislamiento maternal, considerando el 
dimorfismo sexual. 
 Discernir la implicación del receptor cannabinoide CB1 en la 
capacidad posible capacidad psicotogénica del Δ9-THC. 
 Testear los posibles cambios inducidos  tras el tratamiento agudo 
de Δ9-THC en las enzimas implicadas en el metabolismo de los 
cannabinoides y sobre el receptor cannabinoide CB1. 
 
2. Animales de Experimentación. 
 
Para los experimentos se usaron ratones machos y hembras Swiss 
provenientes del animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de 
Sevilla. También se usaron  ratones machos carentes del receptor 
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cannabinoide CB1 (ratones KO CB1), así como su correspondiente genotipo 
silvestre (ratones WT CB1), cedidos por la Dra. Olga Valverde (Universidad 
Pompeu de Fabra, Barcelona). 
Todos los animales fueron tratados en todo momento de acuerdo a las 
normas de uso y cuidado de los animales de laboratorio de la Universidad de 
Sevilla. La temperatura y humedad se mantuvieron contantes (22±1ºC y 30-
60% respectivamente) en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la 
comida estuvieron disponibles ad libitum. 
 
3. Protocolo de experimentación. 
 
Para esta tarea experimental  los ratones fuerón divididos en diferentes 
grupos y recibierón diversos tratamientos. Una vez terminado los animales 
fueron evaluados  con el test ya mencionado en la introducción, test de 
inhibición por prepulso o PPI (Pulse Prepulse Inhibition). Después del test de 
comportamiento los animales eran rápidamente sacrificados y sus cerebros 
almacenados para un posteríor estudio molecular, donde se estudió los cambios 
transcricipcionales de proteínas involucradas en el sistema endocannabinoide. 
 
3.1. Tratamientos 
Se hicieron varios grupos usando los distintos tipos de tratamiento. En 
algunos casos los animales recibían un solo tipo de tratamiento pero muchos de 
ellos recibían tratamientos combinados. Los diferentes tipos de tratamiento 
usados en esta tarea experimental fueron los siguientes. 
3.1.1.  Tratamientos simples 
a) Tratamiento agudo. 
 Los ratones adultos (70-75 días de vida)  fueron inyectados a dosis 
diferentes de Δ9-THC (0 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg) diluido 
en 10 % de etano y agua destilada, e introducidos en la cámara de 
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sobresalto para la realización del test de PPI  40 min después de la 
administración de la droga.  
En este caso, los grupos fueron de 7 ratones Swiss  machos por 
dosis y el grupo control correspondía al grupo que recibía la inyección 
con vehículo, alcohol. 
 
b) Tratamiento agudo sobre ratones carente del receptor 
cannabinoide CB1. 
Para entender las implicaciones del sistema cannabinoide en la 
alteración del normal filtrado sensorial de los ratones al someterlos a 
inyecciones de THC. Se estudiaron ratones WT frente a ratones KO del 
gen CB1. Para ello se sometieron a ambos grupos de animales, KO CB1  y 
WT CB1, al test de inhibición por prepulso sin ningún tipo de 
tratamiento. Y por otro lado un grupo de animales de ambos genotipos 
con la dosis que habíamos  acordado como más efectiva en tratamiento 
agudo, 5mg/kg diluido en 10 % de etano y agua destilada, y un grupo 
control por genotipo, que recibieron únicamente el vehículo, alcohol. 
Estos animales eran inyectados intraperitonealmente  e introducidos en 
la cámara de sobresalto 40 minutos después de esta inyección. 
En este caso se utilizó un total de 5 ratones machos por grupo. 
Los grupos control eran en este caso el grupo de 0mg/kg de THC, es 
decir, alcohol. Así como de manera paralela de los grupos de distinto 
genotipo que recibían idéntico , los grupos WT eran el control del 
experimento.  
 
c) Tratamiento crónico 
Los ratones Swiss adultos (70 días de vida)  fueron inyectados  
con diferentes dosis de Δ9-THC (0, 5, 10,15, 25mg/kg) diluido en 10 % 
de etano y agua destilada, intraperitonealmente, durante 5 días 
consecutivos, el día octavo eras inyectados nuevamente e introducidos 
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en la cámara de sobresalto para la realización del test de PPI, 40 min 
después de esta última administración de la droga 
En este caso los grupos realizados fueron de 7 animales por 
tratamiento. 
 
3.1.2. Tratamientos combinados: 
 
a) Grupos de animales control 
En este caso, un grupo de 9 ratones Swiss hembras y 9 machos, 
fueron metidos en la cámara de sobresalto, sin ningún tipo de 
tratamiento, a la edad de 78 días. Estos animales son el control 
principal para el resto de los grupos 
 
b) Privación maternal 
Como ya está reflejado en la introducción de este trabajo de 
tesis  se usó un protocolo alternativo de inducción de psicosis, llamado 
de aislamiento materno o privación maternal. Para ello los animales eran 
separados de las madres  en el día 9 de  vida durante 24 horas, 
colocándolos  en una jaula, llamada de aislamiento, donde se les alojaba 
solos y distantes de la jaula de la madre. El aislamiento se realizaba el 
dia 9  ya que como ya se ha explicado ese día pertenece a una ventana 
temporal llamada “ periodo de hiporespuesta al estrés”, en el que existe 
una disminución de ACTH y respuesta a corticosterona, a diferentes 
estresores (Rosenfeld y cols., 1991). Y la aplicación de un estrés severo, 
como es en este caso la separación de la madre y por ende de la fuente 
de comida y calor (Levine, 1994), provoca un incremento de los niveles 
de corticosterona  que  persisten en el tiempo e incluso se prolonga 
hasta las edades adultas (Rots., y cols., 1996) que puede genera otras 
anormalidades en el animal adulto, como es la génesis de psicosis 
medible por test de inhibición por prepulso (Ellenbroek y cols., 1998) 
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Estos ratones se someten al test de PPI al alcanzar la adultez (78 
días de vida). El número de animales en este caso eran de 8 ratones 
machos y 15 ratones hembras. 
c) Tratamiento subcrónico en adolescencia 
Durante la adolescencia se les suministro diferentes dosis de Δ9- 
THC (0, 5, 10 mg/kg) durante 4 días consecutivos, empezando en el día 
28 de vida de los animales, día en el que comienzan en los ratones los 
cambios asociados a la maduración de los órganos sexuales y por tanto 
etapa de adolescencia temprana (Ellgren y cols., 2004). Y al alcanzar la 
adultez, el día 78 de vida del animal se realizó el test de PPI. El número 
de animales por grupo, en este caso, eran de un mínimo de 9 y un 
máximo de 16 animal por grupo y sexo. 
 
d) Tratamiento crónico en adultez 
Cuando los animales alcanzaban la edad adulta, comenzando el día 
70 de vida, se les suministraba diferentes dosis de  Δ9- THC (0, 5, 
10mg/kg), durante 5 días consecutivos, y el octavo día. Coincidiendo con 
el último día de administración de la droga, día 78, se realizó el test de 
PPI a los 40 min de la inyección.El número de animales por grupo, en 
este caso, eran de un mínimo de 9 y un máximo de 16 animales por grupo 
y sexo. 
 
Así pues  además de los grupos con tratamientos simples (tratamiento agudo 
en Swiss y KO CB1, y tratamiento crónico), con los tratamientos de aislamiento 
materno, tratamiento subcrónico en la adolescencia y tratamiento crónico en la 
adultez se hicieron grupos combinando estos tres tratamientos. Como 
resultado, se hicieron un total de 17 grupos por sexo, 18 si contamos los grupos 
control y 19 si contamos con un grupo que se hizo de tratamiento agudo de 
5mg/kg de Δ9-THC de 9 ratones hembras y 9 machos. Estos grupos están 
explicados gráficamente a continuación: 
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3.2. Test de inhibición por prepulso o PPI 
Como se explicó en la introducción de este trabajo de tesis, el estudio de 
la esquizofrenia en modelos animales es una tarea complicada,  debido al 
importante componente de alteración del pensamiento en el ser humano. Pero 
este test de comportamiento, pone de manifiesto un signo psicótico típico en 
enfermos  esquizofrénicos que puede ser abordado a nivel experimental 
fácilmente. La PPI es un fenómeno donde la respuesta de sobresalto ante un 
estímulo brusco e inesperado se atenúa si el estímulo se precede de otro de 
menos intensidad (Graham, 1975; Braff y cols., 2001). Representa pues una 
respuesta de filtrado sensorial normal que se sabe alterada en enfermos 
esquizofrénicos, es decir, los pacientes con esquizofrenia no presentan 
atenuación de la respuesta por prepulso. 
 
 
 
Figura 23. Representación esquemática de la función de la inhibición por prepulso o 
PPI. La presentación de un pre-estímulo de menor intensidad, es capaz de disminuir la 
amplitud de la respuesta a estímulos de gran intensidad en condiciones de normalidad si 
ambos estímulos son presentados lo suficientemente cercanos en el tiempo, mientras ante 
esquizofrenia esta función estaría defectuosa, y la respuesta sería igualmente amplia. 
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El enclave donde se realizan los diferentes ensayos consiste een una caja 
no restrictiva de Plexiglas de dimensiones 28.5 x 15 x 3.5 cm situada en el 
interior de una cámara de sobresalto por ruido. La caja restringe el 
movimiento horizontal del animal tan solo en una plataforma de 15 x 3.5 cm que 
está acoplada a un acelerómetro piezoeléctrico que detecta y traduce la señal 
de movimiento del animal en el interior del enclave al ordenador. Resaltar que 
el animal tiene restringido los movimientos verticales por un techo de manera 
que tiene, en todo momento, apoyadas las cuatro patas. El altavoz de alta 
frecuencia que produce los estímulos sonoros, está situado 15 cm por encima 
del enclave. Los niveles de sonido para todos los estímulos y para el ruido de 
fondo fueron debidamente calibrados con un sonómetro.Del mismo modo que se 
calibran habitualmente la sensibilidad del piezo eléctrico. Tosoa los test se 
realizaron con la luz encendida y con un ruido de fonde de 65db.  
La respuesta inicial o “Startle”, que se corresponde con la excitabilidad o 
reactividad inicial del animal, se mide en milinewtons (mN) al comienzo del test. 
El test completo consistía en una sesión de 20 minutos. Los primeros 5 
minutos de habituación al enclave. Durante este tiempo el único sonido que 
podían escuchar los animales era el ruido de fondo de 65db. Pasados estos 5 
minutos, se les presentaba a cada sujeto una serie de ensayos diferentes 
hasta un total de 51. Los diferentes ensayos y el total de veces que aparecen 
aleatoriamente durante cada sesión son los siguientes: 
 18 ensayos tipo pulso,  solo con estímulos de 120 db de 30 ms de 
duración 
  5 ensayos de prepulso,  solo con estímulos de 78db (13 db por 
encima del ruido de fondo) 
  5 ensayos de prepulso, solo con estímulos de 91 db ( 26 db por 
encima del ruido de fondo) 
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  8  ensayos tipo pulso-prespulso en los que el pulso era precedido 
100 ms antes por un preestímulos de 78 db de 20 ms de duración 
 8 ensayos de pulso-prepulso con preestímulos de 91 db de 20 ms 
de duración que preceden  100 ms al pulso. 
 7 ensayos sin estímulo, en los que se toma medida por el piezo 
eléctrico, sin dar ningún estímulo sonoro adicional al ruido de 
fondo. 
 
Los tres primeros ensayos eran de tipo pulso separados entre si 100ms 
en todas las sesiones y sirvieron para calcular la respuesta inicial de 
sobresalto, reactividad, o respues “startle”. La amplitud startle es la 
resultante del cálculo de la media de estos tres primeros ensayos y sirve como 
índice de posible efecto sedativo o por el contrario de hiperactividad que 
puede producir algunas dosis de Δ9-THC y que pueden producir un error en los 
resultados. 
 
El  % PPI se calcula como: 
 
 
3.3. Sacrificio y procesamiento de los cerebros. 
 
Una vez terminado el test los animales  fueron sacrificados 
inmediatamente por dislocación cervical y decapitación con guillotina. Los 
cerebros se extrajeron rápidamente, se congelaron mediante inversión en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a una temperatura de -80ºC hasta su 
posterior utilización. 
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3.4. Protocolo de estudio molecular de cambios provocados por 
THC en el metabolismo de los endocannabinoides. 
 
Además de  estudiar la posible capacidad psicotogénica del Δ9-THC, era 
interesante  estudiar qué cambios se habían producido a nivel molecular en el 
cerebro de los ratones de los diferentes grupos de investigación. Hasta la 
fecha solo se ha estudiado los grupos de animales que recibieron dosis agudas 
de Δ9-THC. En estos ratones se estudió por RT-Q-PCR (Quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction), el receptor cannabinoide CB1, la 
enzima de síntesis de AEA, NAPE-PLD, y la enzima de degradación de AEA, 
FAAH. Estas proteínas se midieron en la corteza prefrontal y en el estriado.  
 Los cerebros de los ratones fueron diseccionados en frio, después de 
extraerlos del congelador donde estaban almacenados a -80ºC. De ellos se 
extrajo con rapidez a tubos eppendorfs estériles, la corteza prefrontal por un 
lado y el estriado por otro. Para poder realizar esta prueba y por ser necesario 
un peso mínimo se mezcló las cortezas y los estriados de 2-3  animales por 
ensayo. Conservando siempre, las muestras en frio se procedió con el protocolo 
de RT-Q-PCR, el cual consta de cuatro fases: Extracción de RNA, Purificación,  
síntesis de  cDNA.y finalmente PCR cuantitativa. 
a) Extracción: El RNA de ambos tejidos se extrajo por medio del método 
de extracción fenólica con Trizol (Invitrogen Life Technologies) de 
Chomezynsky (Chomezynsky y Sacchi, 1987).  
1. Añadir 300 µl de Trizol a una muestra de 50-100 mg de tejido), 
mientras permanece en hielo, y homogeneizar hasta que el tejido quede 
completamente uniforme. 
2. Añadir 700 µl de Trizol a las muestras, cerrar el eppendorf y 
voltearlo manualmente dos veces. Dejarlo actuar 5 minutos. 
3. Añadir 200 µl de cloroformo por ml de Trizol y agitar 
vigorosamente las muestras a mano durante 15 segundos. Dejar  2-3 
minutos. 
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4. Centrifugar 15 minutos a  10000rpm, a 4ºC. 
5. Transferir la fase incolora de arriba  a un tubo nuevo, 
previamente marcado. Precipitar   el  RNA con 500 µl de isopropanol por 
ml de Trizol. Vortear manualmente el tubo una vez para mezclar. 
Dejarlo  10 minutos. 
6. Centrifugar 10 minutos a  10000rpm , a 4ºC 
7. Descartar, con cuidado, el sobrenadante con una pipeta. Lavar el 
precipitado añadiendo 500 µl de etanol 75% por 1 ml de Trizol y 
vorteando hasta despegar el pellet. Centrifugar 5 minutos a  7500rpm,  
a 4ºC. Repetir el lavado o hacer un solo lavado con 1 ml de etanol 75% 
por ml de Trizol. 
8. Secar el precipitado al aire durante 5-10 minutos. Disolver en 50-
100 µl de agua libre de RNasas pipeteando e incubar 10 minutos a 55-60 
ºC . 
9. Después se realiza la cuantificación de cada una de las muestras 
para saber la cantidad de ARN totales que tenemos en cada una. Para 
ello se preparó una dilución 1:50 por muestra y se midió la absorbancia a 
260nm en un espectrofotómetro (nanodrop). Con las absorbancias de las 
muestras calculábamos su concentración en µg/µl por la fórmula: 
 
 
 
10.   Para comprobar la integridad del RNA, se sometía una porción de 
cada muestra (0.5 µg de RNA por carril y muestra) a electroforesis 
horizontal en gel de Agarosa al 1% (100ml) en buffer TBE( Tris-borato 
90mM, pH8.3 y EDTA 2.0mM) con 10µl de bromuro de etidio y cargando 
0.5µg de RNA por carril. 
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b) Purificación:  
1. Tomar el volumen de RNA que contiene 100 g, o todo si hay 
menos de 100 µg, y llevar a 100 µl con H2O libre de RNasas. 
2. Añadir 350 µl de tampón RLT (con β-mercapto etanol) a los 100 µl 
de muestra de RNA. Mezclar bien 
3. Añadir 250 µl de etanol 100%. Mezclar bien con la pipeta y 
transferir la muestra (700 µl) a una columna de RNeasy 
4. Centrifugar durante 15 segundos a 8000xg (11000 rpm en una 
centrífuga de mesa) y descartar el filtrado y el tubo de recolección 
4.1. Para el tratamiento con DNase I, pipetear 350 µl del 
buffer RW1 en la columna y centrifugar 15 s. a 8000xg (11000 rpm en 
una centrífuga de mesa) para lavar. Descartar el filtrado y reutilizar el 
tubo de recolección 
4.2. Añadir 10 µl de la solución stock de DNase I a 70 µl de 
buffer RDD (por muestra). Mezclar suavemente por inversión 
4.3. Pipetear la mezcla de incubación de DNase I (80 µl) 
directamente en la membrana de silica-gel de la columna e incubar 
durante 15 min. a 20-30ºC. Nota:  Asegurarse de depositar la mezcla de 
incubación con DNase I directamente sobre la membrana de silica-gel, de 
lo contrario la digestión será incompleta 
4.4. Pipetear 350 µl de buffer RW1 en las columnas y 
centrifugar durante 15 s. a 8000xg (11000 rpm en una centrífuga de 
mesa). Descartar el filtrado y el tubo de recolección y continuar con el 
primer paso de lavado con buffer RPE  
5. Descartar el filtrado y el tubo de recolección. Añadir 500 µl de 
tampón RPE (con etanol) 
6. Centrifugar durante 15 segundos a 8000xg (11000 rpm). 
Descartar el filtrado 
7. Añadir 500 µl de tampón RPE (con etanol) 
8. Centrifugar durante 2 minutos a máxima velocidad 
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9. Descartar el filtrado y el tubo. Tomar otro tubo de recolección 
nuevo y centrifugar de nuevo a máxima velocidad, durante 1 minuto (paso 
importante) 
10. Transferir la columna a un tubo eppendorf libre de RNasas 
(del Mini Kit). Añadir 30-50 µl de agua libre de RNasas. Dejar reposar la 
columna durante 1-3 minutos. 
11. Centrifugar durante 1 minuto a 8000xg (11000 rpm en una 
centrífuga de mesa). Volver a cargar el eluido en la columna con la 
membrana y repetir la centrifugación. 
 
c) Sintesis de DNAc (RT). 
El DNAc se sintetizó a partir de ARN total obtenido de las muestras, por 
medo de transcripción reversa, utilizando hexámeros. Las moléculas de RNAm 
funcionan como molde y los hexámeros al azar actúan como primers. Además, 
se requiere la presencia de dNTP’s que funcionan como sustrato para la 
transcriptasa reversa, de lo que resulta una hebra de ADN complementario que 
posteriormente se utilizará para la PCR cuantificativa. 
1. Protocolar los tubos de PCR (dos por cada muestra, una llevará enzima y 
el otro no) 
2. Añadir la cantidad de agua-DEPC, determinada previamente, que le 
corresponde a cada uno (54 μl-volumen RNA que continene 4 μg para los 
que llevarán enzima y 6.75 μl-volumen RNA que contiene 0.5 μg para los 
que no llevarán enzima) 
3. Añadir el random primer (hexámeros)  y resuspender bien (4 μl/tubo en 
los que llevarán enzima y 0.5 μl/tubo en los que no llevarán enzima) 
4. Añadir el volumen de RNA determinado previamente y resuspender bien. 
5. Meter los tubos en el termociclador y correr el programa ( ciclo de 
desnaturalización 72ºC durante 3minutos)) 
6. Mientras tanto, preparar los dos mixes en dos eppendorfs estériles. La 
composición por cada muestra es: 
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 Con enzima  Control negativo 
Buffer de reacción 5x 16 μl 2 μl 
dNTPs (10 mM)  4 μl 5 μl 
RNasín 40U/μl 1 μl 0.125 μl 
Reverse Transcriptase             20U/μl 1 μl H2O 0.125 μl 
  
7. Una vez terminado el programa, se añade, sin sacar los tubos del 
termociclador, 22 μl del mix a cada tubo de los que llevarán enzima y 2.75 μl 
del mix a cada tubo de los que no llevarán enzima, mezclando bien con el 
contenido. Inmediatamente se corre el programa de síntesis . 
8. Una vez terminado el programa de síntesis deDNAc  se guardan los tubos 
a -20ºC hasta que se vaya a hacer la PCR cuantitativa. 
Programa RT: 
   
1. 65ºC, 5 min  
2. 4ºC, 5 min  
3. HOLD 4ºC  
4. HOLD 4ºC 
 
Programa RT2: 
 
1.  25ºC, 10 min 
2.  42 ºC, 1 hora 
3. 70ºC, 30 min 
 
 
d) PCR cuantitativa. 
Por último, una alícuota de 1 μl de cDNA se amplificó por qPCR 
utilizando el kit Roche. Utilizando en cada caso los primer correspondientes 
para cada proteína a cuantificar (NAPE-PLD, CB1 y FAAH). Cada muestra fue 
analizada por duplicado, y en paralelo se realizó una curva patrón con 6 puntos. 
En cada qPCR se incluyó un control sin transcripción inversa para eliminar la 
posibilidad de amplificación de DNA genómico o de ARN. La cuantificación 
relativa se obtuvo mediante el cálculo del ratio entre los valores obtenidos 
para cada gen de interés.  El gen de control (también llamado normalizador o 
housekeeping ) en este caso fue el gen del factor de transcripción Sp1. Los 
resultados se expresaron como el porcentaje frente al control en cada 
condición y área. 
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Tarea Experimental IV 
Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto 
ventrículo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido  
 
 
1. Objetivos 
Los experimentos realizados en ratas buscaron siguientes objetivos 
específicos: 
 Búsquedas de células progenitoras en el entorno del tercer 
y cuarto ventrículo. 
 Estudiar el posible aumento de proliferación inducido por 
modelo de hemiparkinsonismo de 6-OHDA  
 Analizar el efecto de las inyección intraventricular del 
agonista cannabinoide Δ9-THC, en modelo de 
hemiparkinsonismo inducido. 
 
2. Animales de experimentación 
Se usaron Ratas Wistar adultas hembras (170-259 g) y Ratas Wistar 
jóvenes (40-60g) provenientes del animalario de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Sevilla. Los animales fueron tratados en todo momento de 
acuerdo a las normas de uso y cuidado de los animales de laboratorio de la 
universidad de Sevilla. La temperatura y humedad en el laboratorio se 
mantuvieron contantes (22±1ºC) y (30-60%, respectivamente), con un ciclo de 
luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la comida fueron disponibles ad libitum. 
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3. Procedimiento experimental 
Para esta tarea experimental, se realizaron 2 tipos de operación 
estereotáxica. Por un lado se realizó inyecciones intranígrica de 6-OHDA,  ya 
explicada en la tarea experimental I, para inducir hemiparkinsonismo a los 
animales. Y por otro lado se  realizó una cirugía estereotáxica en la que se les 
implantaba 2 cánulas fijas a los animales, una en la sustancia negra y otra  el 
uno de los ventrículos laterales. A este ultimo grupo una vez estabilizados tras 
la operación, se les inyectaba por la cánula intranígrica el tóxico 6-OHDA , 
para inducir hemiparkinsonismo, y por la cánula intraventricular, el 
fitocannabinoide Δ9-THC antes y después de la inyección con 6-OHDA. 
Posteriormente el grupo de ratas con hemiparkinsonismoy sus controles,; los 
grupos de hemiparkinsonismo , con inyección intraventricular de Δ9-THC; y un 
grupo de ratas jóvenes fueron perfundidos, y extraídos sus cerebros, para 
estudiar por Imnunohistoquímica el mesencéfalo de los cerebros , usando 
marcadores de células progenitoras. 
 
3.1. Cirugía estereotáxica  
Se hicieron dos tipos diferentes de cirugía, por un lado se hizo la 
inyección intranígrica de 6-OHDA. Y por otro lado se implantó doble cánula 
fija en el cerebro de los animales. 
 
3.1.1. Inyección intranígrica unilateral de 6-OHDA 
Como ya se explicó en la Tarea Experimental I , consiste en la inyección 
de  6-OHDA en la sustancia negra de modo unilateral. 30 minutos antes de la 
operación se les inyecta desipramina, 10mg/Kg  intraperitonealmente  y 
penicilina (100000 UI) intramuscular (IM) como profilaxis antibiótica. Pasados 
los 30 minutos se anestesian los animales con ketamina (50mg/kg) y xilacina 
(10 mg/kg) IP y son colocados en el aparato estereotáxico Kopf, mediante el 
uso de las barras interaurales y una barra de sujeción incisiva colocada a 3,3 
mm bajo la línea interauricular. A continuación,  con bisturí se realiza  una 
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incisión longitudinal limpia en la cabeza, exponiendo la carota. Se localiza el 
Bregma  que se usa para tomar las medidas iniciales con las que se calculará la 
localización de la sustancia negra mediante el uso del atlas estereotáxico  
Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005).  
 Las coordenadas utilizadas para la microinyección en la sustancia negra  
con respecto al bregma, en milímetros, son: 
 
 
 
 
Una vez realizados los cálculos pertinentes, se practica un orificio en el 
cráneo de los animales por el que se introduce la aguja de inyección que 
inyectará el tóxico del mismo modo como se explica en la Tarea Experimental 
I . Para finalizar  se cerraba la abertura con puntos de sutura, se identificó a 
los animales para su posterior utilización y se mantuvieron estables en el 
estabulario. 
Las ratas control o con falsa lesión (ratas “sham”), fueron sometidas al 
mismo procedimiento quirúrgico, siguiendo el mismo protocolo, pero la solución 
inyectada no contenía 6-OHDA, sino que se les inyecto solo el vehículo de la 
solución (salino 0,9%, ácido ascórbico 0,2%, en agua destilada).  
3.1.2. Implante de doble cánula 
En este caso los animales  eran anestesiados con Ketamina(50mg/kg) y 
Xilacina(10mg/kg) con inyección intraperitoneal y colocados en el aparato 
estereotáxico de Kopf, mediante el uso de las barras interaurales  y una barra 
de sujeción incisiva colocada a 3,3mm bajo la línea interaural. A continuación, 
se procede a la desinfección superficial de la cabeza del animal con antiséptico 
de uso tópico y se realizó, con bisturí, una incisión longitudinal limpia en la 
cabeza desde la comisura anterior de los ojos hasta el inicio de la musculatura 
del cuello. Una vez despegado y separado el periostio lateralmente, se expuso 
Antero-Posterior 
(AP) 
Lateral 
(L) 
Vertical 
(V) 
-5.4 
-5.2 
+2.2 -8.2 
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la calota para proceder a la localización del  brazo móvil del estereotáxico 
hacia el bregma. El bregma supone el punto de unión de la sutura sagital con la 
sutura fronto-parietal del cráneo, se usa como punto de referencia a partir del 
que se calcula las coordenadas estereotáxicas, correspondientes al punto 
elegido del ventrículo lateral, según el atlas estereotáxico para ratas Wistar 
de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson,2005).  
En este caso, en el brazo móvil estaba dispuesta la cánula. Dicha cánula 
consta de cánula guía de 22 gauge y 12mm  y cánula interna obturadora de 30 
gauge y 14mm. De esta forma la cánula obturadora interna sobresale 2mm, de 
la misma manera que sobresaldrá posteriormente la aguja por la que se le 
inyectará las distintas sustancias, permitiendo así una mejor difusión  y éxito 
al experimento.  
Una vez localizado el bregma, las coordenadas para implantar la cánula 
intraventricular fueron: 
 
 
 
Localizado el punto de inserción se perforaba el cráneo y se realizaba un 
pequeño orificio sin llegar a perfora cercano al punto de inserción de la cánula. 
La cánula se inserta en las coordenadas correspondientes y en el orificio anexo 
se colocó un microtornillo bien fijado con sigma-tote, creando así un soporte 
para la cánula.  Una vez seco el pegamento se coloca en el brazo móvil la cánula 
intranígrica. Esta cánula se componía de una cánula guía de 22 gauge y 14mm  y 
cánula interna obturadora de 30 gauge y 16 mm. Y las coordenadas para la 
inserción de dicha cánula en la sustancia negra fueron: 
 
 
 
Antero-Posterior 
(AP) 
Lateral 
(L) 
Vertical 
(V) 
-0,8 +1,4 -3,4 
Antero-Posterior 
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Del mismo modo que anteriormente se realiza el orificio de entrada en 
las coordenadas calculadas y un pequeño orificio no invasivo junto al primero. El 
el orificio se insertaba la cánula y junto a esta se colocaba el tornillo, fijado 
con sigma-tote. Por último, con la ayuda de cemento de dentista, se hizo un 
bloque con las cánulas, los tornillo y un “gorro” de plástico, que servirá de 
protección para evitar que el animal rompa el implante. Una vez endurecido el 
cemento, se suturó la incisión por delante y por detrás del implante, se 
identificó a los animales para su posterior utilización y se mantuvieron 
estables en el estabulario. 
 
Figura 24. Esquema representativo de la colocación de la cánula en el estriado. Laas 
coordenadas están descritas abajo (Paxinos y Watson, 2005). 
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3.1.3. Protocolo de inyección a través de las cánulas 
4 días después de la operación a los animales se les inyecto a través de la 
cánula intranígrica 6-OHDA o el vehículo y por la cánula intraventricular 
distintas dosis de Δ9-THC (0, 5, 10mg/ml).  
Los animales recibían 2µl de la dosis correspondiente de Δ9-THC (0, 5, 
10mg/ml) por la cánula colocada en el ventrículo. Tras 1h 30 minutos se les 
inyectaba intraperitonealmente desipramina, 10mg/Kg  y a los 30 minutos se 
les inyectaba 6-OHDA o el vehículo en la cánula intranígrica. 2 horas después 
de la inyección del tóxico le les inyectaba nuevamente el cannabinoide a la 
dosis correspondiente al grupo por la cánula ventricular. 
 
 
 
 Para ello se mantenía al animal inmovilizado manualmente,  se le extraía 
la cánula y se le introducía una aguja de inyección de las mismas dimensiones 
que la obturadora (16mm para la sustancia negra, y 14mm para el ventrículo), y 
mediante una aguja Hamilton conectada a la aguja por un tubo de polietileno y 
una bomba inyectora, se le administraba el producto a velocidad constante. 
 
3.2. Validación del estado parkinsoniano. Test de inducción de 
giro por afetamina 
El empleo del test de giro inducido por anfetamina,  se usa para validar el 
grado de lesión provocado con la operación, como ya se explicó en la Tarea 
Experimental I.  
Para la realización del test  se les administró a las ratas una solución de 
clorhidrato de anfetamina (5mg/kg, sigma) en NaCl al 0,9% en el 
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intraperitonealmente (IP), 15 días tras la lesión estereotáxica o tras la 
inyección intracraneal por cánula fija. Entre 30 y 90 minutos después de la 
administración de la anfetamina se contabilizan los giros en el sentido de las 
agujas del reloj, es decir, rotaciones ipsilateral a la lesión y de 360º, dentro 
de un diámetro de 30 cm. 
 Un número de rotaciones superior a 420 giros/hora es indicativo de una 
lesión superior al 85% de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra. 
En este caso las ratas que se lesionó mediante la operación estereotáxica 
simple, sino presentaban un giro adecuado fueron sacrificadas y desechadas, 
pero  las ratas con doble cánula que no giraron fueron sacrificadas con el resto 
por perfusión para observar si la ausencia de giro se debía a una mala 
colocación de la cánula o a causa inesperada. 
 
3.3. Sacrificio de los animales por perfusión y procesamiento del 
tejido. 
 
Todos los grupos de animales fueron sacrificados por perfusión. En el 
caso de las ratas jóvenes tras pasar 48 horas en el estabulario y en  ratas 
operadas, 24 horas después del test de inducción de giro por  anfetamina. 
Para la realización de la técnica, los animales fueron anestesiados 
(hidrato de cloral) y perfundidos transcardialmente. Para ello, una vez 
anestesiado el animal  se colocó tendido boca arriba, sujetándole en el plano 
horizontal por las cuatro extremidades.  
Se realizó un corte en la piel por encima del tórax con el bisturí, y se 
separó la piel que recubren el tórax y el abdomen. Sujetando  con una pinza el 
extremo del esternón, se cortó el diafragma por su inserción en el reborde 
costal, con lo que se accedió a la cavidad torácica.  Una vez expuesto el 
corazón, se inyecto en el ventrículo izquierdo una solución de heparina (50 
µmolar), para impedir la formación de trombos. Con el uso de un dispositivo 
de canalización de vía, se pincha en el ventrículo izquierdo, para introducir a 
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través de éste una solución salina (PBS, pH 7,4) , después de abrir el circuito, 
practicando un corte en la aurícula derecha. Una vez sustituida la sangre del 
animal por PBS y con los tejidos blanqueados, se le inyectaba una solución 
tamponada de paraformaldehido (PFA) al 4% (pH 7,4, en tampón fosfato). 
Cuando se observó la rigidez del animal, propia de esta técnica de 
fijación, se procedió al corte de la cabeza del mismo en guillotina y a la 
extracción del cerebro de la cavidad craneal 
Los cerebros extraídos  se mantuvieron sumergidos en la misma solución 
fijadora, PFA 4%, durante 24 h. Pasado este tiempo, los cerebros se pasaron 
a una solución de sacarosa al 30% en PBS, que  deshidrata el tejido 
preparándolo así para el proceso de corte.  
Una vez hundidos los cerebros en la solución e sacarosa (indicativo de la 
deshidratación), se procedió a su laminado en el criostato (Microm, Alemania).  
Los  cerebro desprovisto del cerebelo y la corteza prefrontal eran 
incluidos Tissue-tek® (Sakira, EE.UU.), para mantener la temperatura óptima 
del tejido . De los cerebros se practicaron cortes coronales de 20µm. 
Laminando por un lado  las zonas correspondientes al tercer y cuarto 
ventrículo, y por otro lado se cortaba también la zona correspondiente a los 
ventrículos laterales que se usaron como control positivo, ya que es una zona 
ampliamente documentada de proliferación neuronal, con un nicho neurogénico 
amplio. Esto nos permitía además comprobar que la cánula estuvo implantada 
Las rodajas de  20 µm de grosor,  se conservan en PBS hasta comenzar la 
inmunofluorescencia 12h después. 
 
3.4. Inmunofluorescencia. 
Marcadores estudiados. 
 Marcadores tempranos son el GFAP y Sox-2, para comprobar si la 
estirpe celular se origina en astrocitos o células tipo B (con radiaciones 
gliales o no), como sucede en la SVZ. El marcador GFAP o proteína 
fibrilar acida de glía es selectivo que marca tanto los precursores tipo 
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B como astrocitos en el tejido nervioso, cuya señal es por lo general 
baja a no ser que haya un insulto neurotóxico.  
 El marcador neuronal temprano ,nestina, que indica si las células 
son células precursoras de neuronas o neuroblastos (señal fuerte). 
Estas células son las del tipo C, neuronas por lo general  inmaduras, 
aunque también pueden ser del tipo A y B “dirigidas” a ser neuronas 
(señal más débil de nestina).  
 También se valora la presencia de PSA-NCAM, que permite 
distinguir células en movimiento o migración, del tipo A. las  células en 
movimiento  expresan altos niveles de la forma polisialicada de la 
proteína NCAM, involucrada en fenómenos de adhesión celular.  
 Finalmente, el marcador TH (tirosina-hidroxilasa) indica la 
presencia del fenotipo dopaminérgico. La tirosina hidroxilasa es una enzima de 
la ruta biosintética del neurotransmisor dopamina, así como de la adrenalina y 
la noradrenalina.  
Para la inmunofluorescencia los cortes de 20 µm coronales se lavaron 
tres veces en PBS. Tras los lavados se sometieron a un pretratamiento de 30 
minutos en PBS 50%, Metanol puro 50% y agua oxigenada 2%. Después otros 
tres lavados en Tritón X-100 al 0,1% en PBS (PBT-X). Y posteriormente, 
durante 60 minutos preincubación bloqueante en una solución con suero fetal  
descomplementado (10% FCS, Sigma) y seroalbúmina bovina (1mg/ml BSA, 
Sigma) en PBT-X, para bloquear los sitios inespecíficos de unión. Trascurrido 
este tiempo las secciones se incubaron durante 12h en anticuerpo policlonales 
de ratón, conejo o cabra, anti-nestina (1:100, Chemicon y Santa cruz), anti-
sox-2 (1: 1000, Chemicon), anti-PSA-NCAM (1:500, Chemicon), anti-GFAP 
(1:100, Santa Cruz) y anti-TH (1:1000, Chemicon). Los anticuerpos se incubaron 
por separados o combinando dos (nestina-GFAP; nestina-sox-2; nestina-TH; 
PSA-NCAM-TH), e incluidos en solución bloqueante. 
En el segundo día de protocolo, los cortes se lavaron en PBT-X tres 
veces, antes de incubar el anticuerpo secundario durante 3 horas a 
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temperatura ambiente y en oscuridad. Loa anticuerpos secundarios usados 
fueron anti-ratón, anti-conejo o anti-cabra conjugados con fluoresceína o 
Alexa 488 (FITC, 1:1000, Santa Cruz, señal verde) y rodamina o Alexa 456 
(1:1000, Pierce, señal roja). Tras el tiempo de incubación los cortes se lavaron 
en PBS y montados con glicerol 50%, PBS 50%.  
Las observación y fotografiado de los mismos se realizo en un 
microscopio de fluorescencia Zeiss, inmediatamente, o tras su conservación en 
frío  y oscuridad. 
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Resultados: Tarea Experimental I 
Efecto motor de inyecciones intraestriatales de Δ9-THC y 
ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas. 
 
Los animales eran sometidos a una operación estereotáxica por la que por 
un lado se les lesionaba la sustancia negra unilateralmente, y por otro lado se 
les implantaba una cánula al estriado ipsilateral. Una vez que  los animales 
estaban  recuperados de la operación, se les validaba el estado de 
parkinsonismo por test de comportamiento de inducción de giro por 
anfetamina. Y posteriormente se les estudió el cambio en dicho giro inducido 
por distintas sustancias. Para finalizar se corroboró que las cánulas estuvieran 
colocadas acertadamente, solo se han usado los animales en los que la cánula 
estriatal estaba perfectamente colocada. 
Efectos de las inyecciones intraestriatales 
Como se observa en la figura 25, solo el THC tuvo efecto sobre los giros 
inducidos por anfetamina. El ANOVA no indica significación por dosis, debido a 
que solo pocas dosis tuvieron efecto. En el caso del THC, la dosis de 5 mg/kg 
redujo el número de giros (t=2,4, p<0.05), indicando que el THC a dicha dosis 
aumenta la actividad estriatal, bien sobre la liberación de dopamina en el 
estriado dañado o por otro mecanismo. Dosis superiores no tienen efecto 
(acción bifásica de cannabinoides como THC). En el caso del PIPAT (µg/µl) y el 
antagonista D3 GR103691 (nmol) no hay efectos motores, indicando que la 
manipulación directa de receptores D3 estriatales no modifica la actividad 
estriatal medida por los giros tras anfetamina. 
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Figura 25. Test de inducción de giro por anfetamina realizado en modelo  animlal  de lesion en sustancia 
negra unilateral con 6-OHDA. La figura muestra el numero de giros que los animales ofrecian tras estimular 
el estriado  ipsilateral a la lesion con varias dosis de THC, PIPAT o GR1103691. *p<0.05 
 
Efectos combinados 
Como se observa en la figura 26, se confirma que la dosis de 5mg/ml 
THC, pero no la de 15mg/ml THC,  induce un decremento del giro inducido por 
anfetamina, respecto a vehículo THC (t=2.6, p<0.05).  Si se combina con 5 µg/µl 
PIPAT la dosis de 5 THC, el decremento de giros es mayor (t=2.4, p<0.05 
versus 5THC) lo que sugiere que el agonismo D3 facilita la acción del THC. 
Este efecto es distinto al del PIPAT solo. Ello indica una interacción funcional 
entre  los receptores de THC (CB1 principalmente) y el receptor D3, de modo 
semejante a la interacción descrita entre CB1 y D1 o CB1 y D3 tras rimonabant 
(Ramiro-Fuentes y Fernandez-Espejo, 2011). Si se administra GR103691 el 
efecto es contrario, aumenta el nº de giros (t=2.5, p<0.05 versus 5THC), lo que 
indica que el bloqueo D3 produce un efecto opuesto al agonismo D3, 
confirmando la interacción CB1 y D3 a nivel del estriado. 
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Figura 26 Test de inducción de giro por anfetamina realizado en modelo  animlal  de lesion en sustancia negra 
unilateral con 6-OHDA. La figura muestra el numero de giros que los animales ofrecian tras la  estimulación 
sinergica de THC con PIPAT o THC con GR103691. *p<0.05; **p<0.01 
 
Tras la dosis de 15 THC, que no tiene efecto por si sola en el número de 
giros, se ve que tanto el  5µg/µl PIPAT combinado, como el 5nmol GR103691 
combinado disminuyen  el número de giros, facilitando la acción funcional y/o 
dopaminérgica del THC de modo significativo (5PIPAT, t=3,8, p<0.01; 
5GR103681, t=4.4, p<0.01). Respecto al PIPAT confirma la interacción CB1/D3 
pero el efecto del GR es difícil de explicar, quizás debido a un efecto bifásico 
a la combinación de altas dosis de THC y GR103691. 
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Tarea Experimental II 
Efecto Bifásico del Δ9-THC en la supervivencia de neuronas de 
la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los 
receptores CB1, PPAR-α y TRPV1. 
 
Para esta tarea experimental se realizaron cultivos de neuronas de la 
sustancia negra de distintos tipos de ratón, entre los que se encontraban 
ratones C57Bl/6J, y ratones Knock-out de los receptores CB1, PPARα, y 
TRPV1. Los cultivos fueron estudiados por fluorescencia para verificar que la 
población de neuronas se componía de las neuronas dopaminérgicas propias de 
este núcleo del cerebro. Los cultivos se expusieron  al daño tóxico provocado 
por 6-OHDA, y se estudió la supervivencia de los mismos, mediante el método 
de lactato deshidrogenasa (LDH), cuando se le añadía además  Δ9-THC, 
GW6471 o capsaicina.   
 
1. Estudio de integridad y fenotipo neuronal de los 
cultivos. 
Con el propósito de confirmar la presencia de las neuronas 
dopaminérgicas en los cultivos, así como  su integridad, algunos de los cultivos 
fueron examinados por inmunofluorescencia utilizando los marcadores 
tiroxina-hidroxilasa (TH, enzima limitante de la síntesis de dopamina) para 
detectar los terminales dopaminérgicos  y V-GAT (transportador vesicular de 
GABA localizado en las membranas de las vesículas sinápticas), para localizar 
terminales GABAérgicos. Los resultados a este respecto, nos confirmó la 
presencia  de neuronas positivas para el marcador tirosina-hidroxilasa (TH), 
que además presentaban numerosos terminales GABAérgicos (V-GAT+), que 
establecían con las primeras contacto sináptico (Figura 27). Además aparecían 
otros tipos de neuronas no TH+ en el cultivo, en una cantidad aproximada del 
30%. 
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Figura 27. Análisis al microscopio  de los cultivos realizados de sustancia negra. Fusión de imágenes de 
fluorescencia  para los marcadores TH y V-GAT, donde se observa una neurona catecolaminérgicas en 
cultivo, con conexiones sinápticas GABAérgicas. 60X. 
 
 
2. Estudios de citotoxicidad en cultivos. 
2.1. Efectos  del  Δ9-THC en la  supervivencia de cultivos de 
sustancia negra  de ratones C578BL6 per se y/o tras tratamiento 
tóxico con 6-OHDA. 
 
Los cultivos de sustancia negra  de los ratones C57BL/6J  se trataron, 
añadiendo a los mismos varias dosis de Δ9-THC (0, 30 y 300nM, y 1.5, 3 y 
6µM) según grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 60 µM), de la forma explicada 
Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se estudió por ensayo 
de citotoxicidad LDH.  
Los cultivos  presentaban una muerte celular basal del 9±2%, y el Δ9-THC 
no modificaba el porcentaje de muerte celular observado a excepción de la 
dosis más altas, que tenía un efecto citotóxico sobre los cultivos. De tal forma 
que la dosis de 6µM generaba una muerte celular del 38±5%, que como se 
muestra en la figura 28, era significativa con un nivel de significación de 
p<0.05 con respecto a la dosis de 0 µM.  
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Pudo apreciarse también que normalmente el tratamiento con 6-OHDA 
provocaba un aumente de la muerte de los cultivos, mayor cuanto mayor era la 
dosis del toxico (Figura 28). En este caso el análisis de la ANOVA, dio también 
una F2, 89  de 132 g.l. y un nivel de significación de 0,01. Y que esta muerte 
celular inducida por 6-OHDA era reducida significativamente con las dosis de 
30 y 300nM de Δ9-THC, con respecto a la dosis control (0nM  Δ9-THC). 
 
 
Figura 28. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT C57BL/6J, expuestos 
al agonista cannabinoide Δ9- THC y al toxico 6-OHDA. Se muestran los porcentajes de muerte celular en los 
cultivos para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y Δ9- THC.  Media ± EEM, *p<0.05; #p<0.01. 
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2.2. Estudio de neuroprotección  inducida por Δ9-THC en 
cultivos de ratones carentes del receptor CB1,  ante el 
daño oxidativo producido por 6-OHDA. 
 
Los cultivos de sustancia negra  de los ratones KO CB1R  se trataron, 
añadiendo a los mismos varias dosis de Δ9-THC (0, 30 y 300nM, y 1.5, 3 y 
6µM) según grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 60 µM), de la forma explicada 
Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se estudió por ensayo 
de citotoxicidad LDH.  
Como se aprecia en la figura 29, los resultados para los ratones carentes 
del receptor CB1, presentaron una muerte celular similar a la observada en 
ratones C57BL/6J. Así podemos observar que la dosis de 6µM de  Δ9-THC, se 
mostraban como citotóxica con respecto al control, con una significación de 
p<0,05, y que la muerte celular inducida por 6-OHDA era igualmente reducida 
por las dosis de 30 y 300nM de Δ9-THC (p<0,05 respecto al control).  
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Figura 29. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones KO CB1R, expuestos al 
agonista cannabinoide Δ9- THC y al toxico 6-OHDA. Se muestran los porcentajes de muerte celular en los 
cultivos para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y Δ9- THC.  Media ± EEM, *p<0.05. 
 
 
 
2.3. Estudio de neuroprotección  inducida por Δ9-THC en 
cultivos de ratones carentes del receptor  PPARα o WT 
tratados con GW6471,  ante el daño oxidativo producido 
por 6-OHDA THC  
 
Se prepararon cultivos de sustancia negra de ratones carentes del 
receptor PPARα que se  trataron, añadiendo a los mismos varias dosis de Δ9-
THC (0, 30 y 300nM, y 1.5, 3 y 6µM) según grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 
60 µM). Y cultivos de ratones C57BL/6J , que además del tratamiento anterior 
recibieron GW6471 (1µM), antagonista PPARα, justo antes del  Δ9-THC, de la 
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forma explicada Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se 
estudió por ensayo de citotoxicidad LDH. 
Como se muestra en las figuras 30A, y 31A, la muerte celular basal y/o 
inducida por 6-OHDA no fue afectada por el tratamiento con GW6471, ya que 
como se observa en la figura había un aumento de muerte por efecto de dosis 
de 6-OHDA (F2,32=55; p<0.01). Como tampoco se vio afectada en los cultivos de 
ratones KO PPARα, donde también ocurría una aumento del porcentaje de 
muerte celular en los cultivos con el tóxico (F2,29=61;p<0.01). 
En cuanto a los efectos citotóxicos del Δ9-THC, el análisis de ANOVA de 
dos vías, no indicó diferencias de supervivencia en los cultivos con GW64716 
con respecto a la dosis de  Δ9-THC (figura 30B). Sin embargo en los cultivos 
de KO PPARα, la dosis de 6µM, como también se vio en cultivos de ratones WT 
y de ratones KO CB1R, ofrecía  resultados de citotoxicidad con respecto a los 
cultivos control ( figura 31B), con un nivel de significación de p<0.05. 
 Por otro lado la inducción de neuroprotección que habíamos observado 
de las dosis de 30 y 300nM de  Δ9-THC frente a la toxicidad producida por 6-
OHDA, se veía anulada en ambos tipos de cultivo (cultivos de ratones WT con 
GW64716 y cultivos de ratones KO PPARα). E incluso, como puede observarse 
en las figuras 30B y 31B, la dosis de 300nM se presentaba como citotóxica, 
para los dos tipos de cultivo, con un nivel de significación de p<0.01. 
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Figura 30 Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT, con tratamiento de 
GW6471 1µM, antes de exponerlos al agonista cannabinoide Δ9- THC y al toxico 6-OHDA. A. Porcentajes  de 
muerte celular en cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara el efecto de 6-OHDA en cultivos 
sin y con tratamiento de GW64716. B. Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones WT con 
tratamiento de GW6471, donde se muestran los resultados para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y 
Δ9- THC.  Media ± EEM,   *p<0.05; #p<0.01. 
 
 
Figura 31. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos de sustancia negra de ratones KO PPARα expuestos a 
diversas dosis del agonista cannabinoide Δ
9
-THC, y del toxico 6-OHDA. A. Porcentajes  de muerte celular en 
cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara, cultivos de ratones WT con ratones KO PPARα. B. 
Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones KO PPARα, donde se muestran los resultados para todas 
las dosis que se usaron de 6-OHDA y Δ9- THC. Media ± EEM, *p<0.05; #p<0.01. 
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2.4. Estudio de neuroprotección inducida por Δ9-THC en 
cultivos de ratones carentes del receptor  TRPV1 o WT 
tratados con capsaicina, ante el daño oxidativo producido 
por 6-OHDA THC 
 
Se prepararon cultivos de sustancia negra de ratones carentes del 
receptor TRPV1 que se  trataron, añadiendo a los mismos varias dosis de Δ9-
THC (0, 30 y 300nM, y 1.5, 3 y 6µM) según grupo, y después 6-OHDA (0, 40 y 
60 µM). Y cultivos de ratones C57BL/6J , que además del tratamiento anterior 
recibieron capsaicina (10µM), agonista TRPV1, justo antes del  Δ9-THC, de la 
forma explicada Materiales y Métodos. La muerte celular de los cultivos se 
estudió por ensayo de citotoxicidad LDH.   
Como se observa en las figura 32A y 33A, tanto en los cultivos de 
ratones KO TRPV1, como en ratones WT tratados con capsaicina, la muerte 
basal de los cultivos y la inducida por 6-OHDA, se veía aumentada en 
comparación con los cultivos de ratones WT sin tratamiento adicional.  En 
cuanto al efecto inducido por Δ9-THC, pudo apreciarse que la dosis de 6µM, 
ofrecía efectos citotóxicos, para los cultivos de ratones KO TRPV1, pero no 
para los cultivos de WT tratados con capsaicina (figuras 32B y 33B). Además 
las dosis que habían presentado neuroprotección ante 6-OHDA en tipos de 
cultivos explicados anteriormente, no mostraban ese efecto ni para cultivos de 
ratones KO TRPV12 ni para los cultivos de ratones WT con tratamiento de 
capsaicina. Además varias dosis de Δ9-THC (1.5, 3 y 6µM) aumentaban 
significativamente el porcentaje de muerte celular de los cultivos de ratones 
KO TRPV1, inducida por tratamiento de 6-OHDA 40µM. Los datos parecen 
indicar que la pérdida del receptor TRPV1 reduce la supervivencia celular per 
se, y que este receptor participa en la neuroprotección frente a 6-OHDA 
inducida por Δ9-THC. 
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Figura 32. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos se sustancia negra de ratones WT, con tratamiento de 
capsaicina 10µM, antes de exponerlos al agonista cannabinoide Δ9- THC y al toxico 6-OHDA. A. Porcentajes  
de muerte celular en cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara el efecto de 6-OHDA en 
cultivos sin y con tratamiento de capsaicina. B. Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones WT con 
tratamiento de capsaicina, donde se muestran los resultados para todas las dosis que se usaron de 6-OHDA y 
Δ9- THC.  Media ± EEM, *p<0.05 
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Figura 33. Test de citotoxicidad por LDH en cultivos de sustancia negra de ratones TRPV1 expuestos a 
diversas dosis del agonista cannabinoide Δ
9
-THC, y del toxico 6-OHDA. A. Porcentajes  de muerte celular en 
cultivos frente a dosis de 6-OHDA, en los que se compara, cultivos de ratones WT con ratones TRPV1. B. 
Porcentajes de muerte celular en cultivos de ratones TRPV1, donde se muestran los resultados para todas 
las dosis que se usaron de 6-OHDA y Δ9- THC. Media ± EEM, *p<0.05; #p<0.01. 
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  Resultados: Tarea Experimental III 
Estudio de la capacidad psicotogénica del agonista 
cannabinoide Δ9-THC. 
1. Tratamiento agudo en ratones Swiss adultos. 
 
Como se explica en Materiales y Métodos los ratones Swiss adultos (70-75 días 
de vida)  fueron inyectados a dosis diferentes de THC (0 mg/kg, 5 mg/kg, 10 
mg/kg, 15 mg/kg) e introducidos en la cámara de sobresalto  40 min después de 
la administración de la droga. Una vez dentro de la cámara de sobresalto y 
después de 5 min de habituación, son estimulados con una aleatoria sucesión de 
estímulos acústicos durante 15 minutos. 
 Para este experimento se usó un total de 7 animales por grupo.  
Como se puede observar en la Figura 34A, en la respuesta Startle basal del 
grupo correspondiente a los ratones inyectados con la dosis de 5mg/kg de THC, 
se produce una disminución significativa de la amplitud del sobresalto al 
compararla con el grupo  control perteneciente a ratones Swiss sin tratamiento. 
Esto  indica, que el THC a la dosis de 5mg/kg induce hipo-reactividad o 
sedación, y por tanto deberemos tenerlo en cuenta al examinar los %PPI, ya que 
la hiperreactividad produce errores en el test. 
En la figura 34B,  se observa que el  THC provoca una disrupción del PPI 
dependiente de dosis. De tal manera que la dosis de 5mg/kg provoca una 
disrupción significativa del  PPI, con un valor de significación de t de Student p< 
0,05  para el prepulso de 73 db (%PPI13) con respecto al grupo control. Aunque 
debido al posible efecto sedativo del THC a dicha dosis (como parece indicar la 
disminución en la respuesta Startle), este dato no es fiable. 
Las dosis de 5 y 10 mg/kg de THC provocan una disrupción significativa  del PPI 
con un valor de t de Student de p< 0,05, para el prepulso de 86,6 db con 
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respecto al grupo control. Aunque no podamos tener en cuenta la dosis de 
5mg/kg por falta de rigor, la dosis de 10mg/kg THC está exenta de  efectos 
sedativos en la respuesta Startle. Y además  podemos apreciar que para el 
prepulso de 86,6 db no hay disrupción del %PPI para la dosis control o alcohol, lo 
que confirma que el efecto observado para 10 mg/kg THC se debe a la acción 
del cannabinoide. 
También se aprecia una disrupción significativa  del PPI para el prepulso de 
73db en el grupo de ratones inyectados con el vehículo, que es este caso es 
alcohol. Es por esta razón que el grupo inyectado con el vehículo se convierte en 
un grupo control importante a tener en cuenta para matizar los posibles cambios 
en el normal filtrado sensorial de los animales. 
 
 
Figura 34. Efectos del THC agudo inyectado IP en ratones Swiss adultos. A. Representación gráfica de la 
actividad basal de los ratones o  respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los 
que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN. *p<0,05; B. 
Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulsos (PPI)  para las 
diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db 
(%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). *p<0,05. N=7 
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2. Tratamiento crónico en ratones Swiss adultos. 
A los ratones adultos (70 días de vida)  se les inyectó IP durante 5 días 
consecutivos y el octavo día diferentes dosis de THC y fueron introducidos en la 
cámara de sobresalto 40 min después de esta última administración de la droga, 
del modo que se explica en Materiales y Métodos. 
Puede apreciarse en la figura 35 que excepto una evidente tendencia de 
sedación no significativa de todos los grupos con respecto al grupo control, 
hecho que se denota en la figura de la respuesta Startle, no hay ningún cambio 
significativo en los porcentajes de PPI para ninguna de las dosis de THC 
administradas. La dosis de 10 mg/Kg THC que se reveló psicoactiva en el grupo 
agudo, no provoca esa disrupción del %PPI en crónico, luego esto nos indica la 
existencia de habituación a la droga. 
 
 
 
Figura 35. Efectos del THC crónico inyectado IP en ratones Swiss adultos. A. Representación gráfica de la 
actividad basal de los ratones o  respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los 
que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representación 
gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC 
usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el 
prepulso de 86 db (%PPI26) . N=7 
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales 
  
          162                                     
 
3. Aislamiento materno. 
 
En el día 9 de la vida de los ratones son separados 24 horas de la madre. Estos 
ratones se someten al test de PPI al alcanzar la adultez (70 días de vida). En las 
figuras 36A y 36C puede apreciarse que no existen cambios significativos en la 
respuesta Startle basal para ninguno de los grupos de ratones, ni hembras ni 
machos ven afectadas su excitabilidad, por el aislamiento materno. Sin embargo,  
en la representación gráfica de las medias±EEM de los porcentajes de inhibición 
por prepulso para el prepulso de 86 db, se observa como tanto en el grupo de 
hembras  (figura 36B) como en el  grupo de machos (figura 36C), el  aislamiento   
produce una  disrupción significativa del PPI o lo que es lo mismo, un anormal 
filtrado sensorial de los estímulos acústicos. Esta significación tiene un valor de 
t de Student apareada de 2,7 y nivel de significación de p<0,02, para los machos 
y un valor de t de Student apareada de 2,5 y nivel de significación de p<0,03 en 
el caso de las hembras.  
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Figura 36. Efectos en ratones Swiss adultos del aislamiento materno en prenatales. A. y C. Representación 
gráfica de la actividad basal de los ratones o  respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes 
grupos con los que se ha trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. y D. 
Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las 
diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db 
(%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26).  Media ± EEM, ** p< 0,02 ##p<0,03. Hembras N=15. 
Machos N=5 
 
4. Tratamientos combinados de aislamiento y administración 
subcrónica de TH en adolescencia, y crónica en el animal 
adulto.  
La mitad de los   animales fueron separados de la madre durante 24 horas en 
una caja de aislamiento en el día 9 de vida. Durante la adolescencia se les 
suministro diferentes dosis de THC durante 4 días consecutivos, empezando en 
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el día 28 de vida de los animales. Y al alcanzar la adultez, comenzando el día 70 
de vida del animal se les suministraba THC durante 5 días consecutivos, y el 
octavo día. Coincidiendo con el último día de administración de la droga, se 
realizó el test de PPI a los 40 min de la inyección o el día 78 de vida a aquellos 
animales que no tenían tratamiento en la etapa adulta. 
4.1. Swiss hembras. 
Hembras sin aislamiento materno 
En esta primera sección, se muestran 10 de los grupos de hembras. Todos los 
grupos pertenecen a ratones que no se han sometido al aislamiento materno. 
Estos grupos son: 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
  Tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia. 
 Tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la adolescencia. 
 Tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la adolescencia. 
 Ratones control a los que no se les ha realizado ningún tipo de 
tratamiento. 
 Ratones a los que se les ha suministrado una única dosis de 5mg/kg THC, 
40 minutos antes del test de PPI. 
 
 Como se observa en la figura 37A, entre los grupos de hembras  no 
aisladas, no  existen diferencias significativas en cuanto a la reactividad 
(respuesta  Startle) de los ratones, aunque si se aprecia una tendencia a la  
hiporreactividad en el grupo de ratones hembras inyectados con 5mg/kg THC  
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de modo agudo, como ya se observó en los estudios agudos preliminares, aunque 
en este caso  sin significación estadística. 
En cuanto al %PPI representado en la figura 37B,  encontramos que para 
el prepulso de 73db no hay cambios destacados con respecto al grupo control. 
En el caso del %PPI para el prepulso de 86db (%PPI26)  se observa: 
 Del mismo modo que los grupos agudos que se hicieron en los primeros 
estudios, existen una disrupción del %PPI en los grupos de hembras a las 
que se les inyecto 5 mg/kg THC de modo agudo. Esta disrupción es 
significativa estadísticamente, con una t de Student apareada de 3,99 y un 
nivel de significación de p<0,01. 
 Los tres grupos de animales a los que se les inyecto THC de modo 
subcrónico únicamente en la adolescencia, presentan alterado el normal 
filtrado sensorial. Esto es, aquellos animales que  recibieron  o bien alcohol 
o bien cualquiera de las dosis de THC usadas (5mg/kg y 10 mg/kg),  
presentan diferencias significativas respecto al control en el % PPI26. 
Estudiado mediante un análisis de la varianza, ANOVA que dio como 
resultado una F de 1,8 g.l. y un nivel de significación de p<0,05. Aunque se 
aprecia una mayor tendencia en el grupo inyectado por 5mg/kg, la 
alteración en el %PPI, en estos grupos, podría deberse a la dosis de alcohol 
per se, ya que los tres grupos de inyectados en la adolescencia recibían 
una dosis de 0,1ml/kg de alcohol, porque este era el vehículo de la solución.   
 Los grupos de animales inyectados con 0 mg/kg en adolescencia y 5mg/kg 
en la adultez y los inyectados con 5 mg/kg en la adolescencia y 5 mg/kg en 
la adultez, presentan también disrupción del %PPI26 (F=1,8; p<0,05). Hay 
que destacar, que ni el  grupo con alcohol en ambas etapas de la viva del 
animal, ni el grupo con alcohol en la adolescencia, y 10 mg/kg THC en el 
adulto, ni el  grupo con 10 mg/kg THC en ambas etapas de la vida, 
presentan disrupción de su %PPI. Luego los animales no se ven afectados 
por el alcohol cuando se les vuelve a exponer a él en la adultez, como 
tampoco se ven afectados por la dosis de 10mg/kg en la adolescencia, si se 
les vuelve a exponer a dicha dosis en la adultez. 
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Figura 37. Efectos del THC subcrónico en adolescencia combinado con diferentes tratamientos crónicos de 
THC  en la adultez inyectado IP en ratones hembras  Swiss . A. Representación gráfica de la actividad basal de 
los ratones o  respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha trabajado. 
La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representación gráfica de las medias ± 
EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo 
de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). 
Media ± EEM, *p<0,05. #p<0,01. 
 
 
 
Hembras con aislamiento materno 
En este caso, las hembras fueron  separadas de la madre durante 24 horas en 
una caja de aislamiento, en el día 9 de vida de los animales. Posteriormente se 
dividieron en 9 tipos de grupos que recibieron diferentes tratamientos. Estos 
grupos son: 
  Animales que solo han experimentado aislamiento materno. Grupo control 
del efecto del efecto del aislamiento per se. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la adultez. 
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 Aislamiento post-natal y  tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y  tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la 
adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la 
adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la 
adultez. 
 
Como se observa en la figura 38A, entre los grupos de hembras  no aisladas, 
no  existen diferencias significativas en cuanto a la reactividad (respuesta  
Startle) de los ratones. 
En cuanto al %PPI representado en la figura 38B,  encontramos que para el 
prepulso de 73db no hay cambios destacados con respecto al grupo control. Si 
se observaron diferencias significativas entre el  grupo control de aislamiento 
con los ratones que fueron aislados, y que recibieron alcohol en la adolescencia, 
y 10 mg/kg THC en la adultez. Así al compararla con una t de Student apareada, 
nos daba una significación de p< 0,03 
Para el %PPI calculado con el prepulso de 86db ( %PPI26) encontramos: 
 Por un lado, como ya se ha quedado reflejado en la figura 38,  grupo de 
animales que solo han sufrido aislamiento materno en el dia 9 de vida , 
durante 24h, presenta disrupción del %PPI26 con una t de Student 
apareada de 2,5 y un nivel de significación de p<0,03. 
 Por otro lado encontramos que solo 2 grupos presentan alterado el normal 
filtrado sensorial al compararlo con el grupo control. Esto es destacable, si 
tenemos en cuenta que todos los grupos de esta sección  fueron sometidos 
al aislamiento materno. Hecho que per se provoca disrupción del %PPI26. 
De esta manera, por ejemplo podemos mencionar que el grupo de animales 
aislados con tratamiento de alcohol en ambas etapas de la vida, no solo no 
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presentan diferencias con respecto al control, sino que parece recuperar 
por completo el nivel normal de inhibición sensorial. De hecho este grupo 
presenta también, como el grupo  control, diferencias significativas, si 
comparamos con el grupo de animales aislados con un nivel de significación 
de p<0,05 (datos no representados en la figura).  
En el grupo que recibió también alcoholen la adultez parecen haber 
recuperado también un nivel de inhibición sensorial normal con respecto al 
grupo de control de aislamiento. 
 Los grupos que mantenían anormal  su %PPI26 fueron, por un lado el grupo 
de animales aislados y que recibieron alcohol en la adolescencia y 10mg/kg 
THC crónico en la adultez y por otro  el grupo de animales aislados que 
recibieron 10 mg/kg THC crónico en la adultez. Ambos grupos con un 
análisis de la varianza ANOVA presentaba una F de 1,8 g.l. y un nivel de 
significación de p<0,02. 
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Figura 38. Efectos de la combinación del  aislamiento, con los tratamientos subcrónico y crónicos de THC  en 
adolescencia y adultez  inyectado IP en ratones  hembras Swiss . A. Representación gráfica de la actividad 
basal de los ratones o  respuesta Startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha 
trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representación gráfica de las 
medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por 
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db 
(%PPI26). Media ± EEM, **p<0,02. ##p<0,03. 
 
Cotejo de los grupos de hembras en su totalidad 
Una vez estudiado las consecuencias de los diferentes tratamientos 
realizados a los animales Swiss hembras por separado, distinguiéndolos entre 
aisladas o no aisladas de la madre. Y teniendo en cuenta el hecho de que el 
aislamiento per se provoca  una disfunción del normal filtrado sensorial.  Es 
interesante comprobar  si existían cambios entre los grupos emparentados, cuya 
única diferencia de tratamiento radicaba en si habían sido o no aislados en la 
etapa postnatal.  
El estudio de t de Student apareadas dio resultados positivos  a tal efecto. No 
observándose ninguna diferencia estadísticamente significativa  entre los 
grupos emparentados. 
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Figura 39. Cotejo de los resultados de test de PPI para todos los gupos de hembras. Representación gráfica de 
las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por 
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db 
(%PPI26). Media ± EEM, **p<0,02. ##p<0,03. 
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4.2. Machos Swiss. 
Machos sin aislamiento materno 
En esta primera sección, se muestran 10 de los grupos de machos Swiss. 
Todos los grupos pertenecen a ratones que no se han sometido al aislamiento 
materno. Estos grupos son: 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
  Tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
  Tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la adolescencia y 
tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la adolescencia. 
  Tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la adolescencia. 
 Tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la adolescencia. 
 Ratones control a los que no se les ha realizado ningún tipo de 
tratamiento. 
  Ratones a los que se les ha suministrado una única dosis de 5mg/kg THC 
, 40 minutos antes del test de PPI. 
 
Como puede apreciarse en la figura 40A. en los machos Swiss sin aislamiento 
materno el grupo de animales que recibió alcohol tanto en la adolescencia como 
en la adultez presenta una marcada hiperreactividad con respecto al grupo 
control. El análisis de la varianza, ANOVA, dio como resultado  una significación 
de p<0,01 con F= 3.1 g.l. 
En lo que respecta al %PPI representado en la figura 40B, observamos  para 
el prepulso de 73 db (%PPI13) que: 
 Como ya se documentó en experimentos preliminares, la dosis de 
5mg/kg de THC, inyectada IP de modo agudo, provoca disrupción del 
porcentaje de inhibición por prepulso, con un valor de t de Student de 
2 y un nivel de significación de p<0,05. En este caso, eso sí, a 
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diferencia de lo que hemos ido documentando, para el prepulso de 73 
db, y no cuando al pulso de 120 db le precede el estímulo de 86 db.  
 También, como en las hembras, los animales del grupo con un 
tratamiento subcrónico de alcohol en la adolescencia, presentaban 
deteriorado el normal filtrado sensorial al compararlo con el grupo 
control. Con  un valor de t de Student de 2.3 y una nivel de 
significación de p<0,03. Aquí debemos resaltar que a diferencia de las 
hembras, los grupos que en la adolescencia recibieron cualquiera de 
las dosis de THC (5 ó 10mg/kg), no presentaban alteración del %PPI.  
E incluso el grupo con 5mg/kg THC en adolescencia presentaba una 
diferencia significativa con respecto al grupo que recibió el vehículo 
(y que en este caso presentaba disrupción del %PPI), con una t de 
Studen apareada de 2,5 y un nivel de significación de p<0,03 (datos no 
representados en la gráfica, donde solo se representan los cambios 
con respecto a los controles principales). Esto es importante porque 
ambos grupos recibieron la misma cantidad de alcohol que el grupo 15, 
ya que éste era en vehículo de la solución. 
 
En cuanto al %PPI26, volvemos a encontrar que la dosis de 5mg/kg toma 
el protagonismo en cuanto a la alteración de la inhibición por prepulso. Así el  
grupo  de animales que recibió tratamiento subcrónico de 5mg/kg THC en 
adolescencia y crónico en la adultez, presentaban diferencias significativas 
respecto al control, con una t de Student apareada de 2,1 y un nivel de 
significación de p<0,05. Llamar la atención también ante el hecho de  que, 
aunque no se muestre en la figura, existe diferencias significativas, entre las 
medias del %PPI26 del grupo con 0mg/kg en la adolescencia y 5 mg/kg en el 
adulto (que presentaba un normal filtrado sensorial), respecto al grupo con 
5mg/kg en adolescencia y 5mg/kg en el adulto, con un nivel de significación de 
p<0,05. En este caso, el grupo que se mostraba con un comportamiento normal, 
tenía como tratamiento diferente con respecto al que no presentaba un normal 
%PPI que en la adolescencia solo había recibido el vehículo de la solución. 
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Figura 40. Efectos del THC subcrónico en adolescencia combinado con diferentes tratamientos crónicos de 
THC  en la adultez inyectado IP en ratones machos Swiss  . A. Representación gráfica de la actividad basal de 
los ratones o  respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha trabajado. 
La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representación gráfica de las medias ± 
EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por cada grupo 
de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). 
Media ± EEM, *p<0,05. #p<0,01. ##p<0,03. 
 
Machos con aislamiento materno 
En este caso, los machos  fueron  separados de la madre durante 24 horas en 
una caja de aislamiento, en el día 9 de vida de los animales. Posteriormente se 
dividieron en 9 tipos de grupos que recibieron diferentes tratamientos. Estos 
grupos son: 
   Animales que solo han experimentado aislamiento materno. Grupo 
control del efecto del efecto del aislamiento per se. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y  tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
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  Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 0mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y  tratamiento subcrónico con 5mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento subcrónico con 10mg/kg THC en la 
adolescencia y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 0mg/kg THC en la 
adultez 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 5mg/kg THC en la 
adultez. 
 Aislamiento post-natal y tratamiento crónico con 10mg/kg THC en la 
adultez. 
 
Entre los grupos de animales que además de los tratamientos con THC 
sufrieron el aislamiento materno, no se observan  (figura 41A) diferencias en 
cuanto a su respuesta Startle, o de sobresalto. 
Por otro lado, como se puede apreciar en la figura 41B aunque haya una 
tendencia de perturbación en los animales del grupo control de aislamiento, asi 
como en el grupo que recibía la dosis de 5 mg/kg THC en ambas etapas de su 
vida, estas tendencias no tienen significación estadística con respecto al grupo 
control.  
Observando las medias del %PPi26, apreciamos que el control de aislamiento 
difiere significativamente en un estudio de ANOVA de F= 2,3 g.l. y un nivel de 
significación de p<0,02,  con los grupos que recibieron vehículo en la 
adolescencia y cualquier tratamiento en el adulto, y con los grupos que 
recibieron 10mg/kg THC en ambas etapas de la vida y con el grupo que recibió 
vehículo en su etapa adulta. Es decir que aunque todos estos grupos, sufrieron el 
mismo aislamiento materno que experimentó el grupo de control de aislamiento, 
presentaban un filtrado sensorial parecido o semejante al normal. Podríamos 
llamar la atención ante el hecho de que los  grupos que recibieron la dosis de 
5mg/kg THC en ambas etapas de la vida o dicho dosis pero solo en la adultez, no 
presentaban alterado su %PPI respecto al grupo control y estos al igual que el 
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resto, que si presenta alterado su %PPI, fueron aislados de su madre en el día 9 
postnatal. 
Por otro lado como ya se vio en la figura 41D (gráfica de aislados solo) para 
una t de Student apareada de 2,7 y un nivel de significación de p<0,02 el grupo 
control de aislamiento difiere del control en su %PPI26.  
 
Figura 41. Efectos de la combinación del aislamiento , con los tratamientos subcronicos y crónicos de THC  en 
adolescencia y adultez  inyectado IP en ratones machos Swiss . A. Representación gráfica de la actividad basal 
de los ratones o  respuesta startle. Donde se pueden observar los diferentes grupos con los que se ha 
trabajado. La amplitud de las barras es la intensidad del sobresalto en mN; B. Representación gráfica de las 
medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por 
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db 
(%PPI26). Media ± EEM, **p<0,02. ##p<0,03 
 
 
Cotejo de los grupos de machos en su totalidad 
Como también se hizo en los grupos de hembras se estudiaron los grupos 
emparentados cuyas únicas diferencias eran si habían o no sufrido aislamiento 
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materno y del mismo modo que hembras, tampoco se encontraron diferencias 
significativas al aplicar el test de t de Student a cada par de grupos.  
 
 
 
Figura 42. Cotejo de los resultados de test de PPI para todos los gupos de hembras. Representación gráfica de 
las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las diferentes dosis de THC usadas. Por 
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db 
(%PPI26). Media ± EEM, **p<0,02. ##p<0,03. 
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5. Ratones KO CB1 
 
Para entender las implicaciones del sistema cannabinoide en la alteración del 
normal filtrado sensorial de los ratones al someterlos a inyecciones de THC. Se 
estudiaron ratones WT frente a ratones KO del gen CB1. 
Como se observa en la figura 44 el hecho de que le falte el receptor de 
cannabinoide CB1 es  suficiente para presentar un %PPI13, alterado, con 
respecto a los ratones WT, con un valor de t de Student apareada de 1,7 y un 
novel de significación de p<0.05. La respuesta Startle (Figura 43)   en cambio es 
prácticamente idéntica en ambos grupos. 
 
 
Figura 43. Representación de la respuesta Startle o respuesta de sobresalto medida en mNewton, en la que 
están incluidos los grupos de animales KO-CB1 con inyecciones agudas de THC, y los grupos control, frente a 
los ratones WT. 
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Figura 44. Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI). Por 
cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db 
(%PPI26). Media ± EEM, *p<0,05. WT con N=22. KO con N=20. 
 
 
 En el estudio de cómo afecta el tratamiento crónico de THC sobre los 
ratones  machos KO CB1, podemos observar en la figura 45, en cuanto al 
%PPI13:  
 Por un lado la dosis de alcohol, perjudica notablemente el ya de por si 
alterado, filtrado sensorial de estos ratones KO CB1. Esto es así con una 
t de Student apareada igual a 4,1 y un nivel de significación de p<0,01. 
 Sorprendentemente los animales KOCB1 que recibieron la dosis de 5 
mg/kg de THC presentaban un %PPI típico de ratón sano, en lo que al 
filtrado sensorial se refiere. 
 
En cuanto al % PPI26 nuevamente , podemos ver como el alcohol parece 
agravar la sintomatología alterada per se en ratones KO CB1, presentando 
una media ± EMM de %PPI26 muy negativo con respecto al grupo sin 
tratamiento, con un valor de t de Student de 4,6 y nivel de significación de 
p<0,01. 
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Figura 45. Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para las 
diferentes dosis de THC usadas sobre ratones machos KO CB1. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno 
para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso de 86 db (%PPI26). Media ± EEM,  *p<0,05. 
#p<0,01.  0mg/kg N=5. 5mg/kg N= 6. 
 
 Para terminar comparando cada tipo de tratamiento entre los distintos 
tipos de animales, mediante un análisis de t de Student apareadas, pudimos 
comprobar  que si bien no existían diferencias significativas entre los %PPI de 
los animales KO CB1 frente a los WT, con respecto a la dosis de 5 mg/kg de 
THC (figura 46A) y existía significación con una t= 6,4 y p<0,01 , en los %PPI 
para el prepulso de 73 db entre aquellos que fueron tratados con alcohol (figura 
47B).  
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Figura 46. A. Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  para  
una dosis IP de alcohol sobre ratones machos KO CB1 comparandolas con los resultados sobre los ratones 
WT. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el prepulso 
de 86 db (%PPI26). Representación gráfica de las medias ± EEM del porcentaje de inhibición por prepulso (PPI)  
para  una dosis IP de 5 mg/kg THC sobre ratones machos KO CB1 comparandolas con los resultados sobre los 
ratones WT. Por cada grupo de animales hay dos %PPI uno para el prepulso de 73 db (%PPI13) y otro para el 
prepulso de 86 db (%PPI26). Media ± EEM, #p<0,01.  0mg/kg N=5. 5mg/kg N= 6. 
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Protocolo de estudio molecular de cambios provocados por 
THC en el metabolismo de los endocannabinoides. 
Además de  estudiar la posible capacidad psicotogénica del Δ9-THC 
mediante test de PPI se estudió qué cambios se habían producido a nivel 
molecular en el cerebro de los ratones Swiss con tratamiento agudo de la 
droga. En estos ratones se estudió por RT-Q-PCR (“Reverse transcription 
Quantification polymerase chain reaction”), el receptor cannabinoide CB1, la 
enzima de síntesis de AEA, NAPE-PLD, y la enzima de degradación de AEA, 
FAAH. Los cDNA de estas proteínas se midieron en la corteza prefrontal y en 
el estriado.  
 Los cerebros de los ratones fueron diseccionados en frio. De ellos se 
extrajo, la corteza prefrontal por un lado y el estriado por otro. Conservando 
siempre, las muestras en frio se procedió con el protocolo de RT-PCR, el cual 
consta de cuatro fases: Extracción de RNA, Purificación,  síntesis de  cDNA.y 
finalmente PCR cuantitativa. 
Efectos génicos de THC sobre CB1R, NAPE-PLD y 
FAAH 
 La cuantificación del gen de CB1R en corteza prefrontal y en el estriado 
indica que el THC a dosis de 5 aumenta la expresión de CB1R en corteza 
prefrontal pero no en estriado. Y la que una dosis  superior, de 10 mg/kg THC, 
no es efectiva (figura 47). 
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Figura 47. Cuantificación de la expresión del gen CB1R en la corteza prefrontal y en el estriado de ratones 
tratados con Δ
9
-THC de forma aguda. Para los cálculos se  usó como gen interno o normalizador el Sp1.  Media 
± EEM, *p<0,05 vs Control 
 
La cuantificación del gen de NAPE-PLD  en corteza prefrontal y en el  
estriado indica que el THC a dosis de 10 disminuye  la expresión de NAPE-PLD 
en el estriado pero no en corteza prefrontal. La dosis de 5 mg/kg THC no es 
efectiva (figura 48). 
 
 
 
Figura 48. Cuantificación de la expresión del gen NAPE-PLD, en la corteza prefrontal y en el estriado de 
ratones tratados con Δ9-THC de forma aguda. Para los cálculos se  usó como gen interno o normalizador el 
Sp1. Media ± EEM,  *p<0,05 vs Control; #p<0,05 vs THC 5mg/kg 
 
 
La cuantificación del gen de FAAH  en corteza prefrontal y estriado 
indica que el THC a dosis de 5 aumenta la expresión de FAAH en corteza 
prefrontal y estriado. La dosis de 10 mg/kg THC no es efectiva, sugiriendo un 
efecto bifásico propio de los cannabinoides (figura 49). 
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Figura 49 Cuantificación de la expresión del gen CB1R en la corteza prefrontal y en el estriado de ratones 
tratados con Δ9-THC de forma aguda. Para los cálculos se  usó como gen interno o normalizador el Sp1. Media 
± EEM,  *p<0,05 vs Control 
 
 
En resumen, los datos indican que el THC a dosis de 5 pero no superiores 
es capaz de modificar la expresión de CB1R en corteza prefrontal, lo que podría 
relacionarse con los efectos psicóticos  agudos de dicha dosis en concreto a 
demostrado en el test de comportamiento. Los cambios en las enzimas NAPE-
PLD  y FAAH sugieren que el THC modifica la vía de síntesis y degradación de 
cannabinoides endógenos como anandamida. La dosis de 5 THC tiene efecto 
sobre todo a nivel de la degradación por FAAH, lo que también se podría 
relacionar con los efectos psicóticos agudos del THC a 5 mg/kg o su acción 
antipsicótica sobre los ratones KO de CB1R. 
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Resultados: Tarea Experimental IV 
Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto 
ventrículo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido  
 
Como se explica en materiales y métodos, todos los grupos de animales, 
de los diferentes tratamientos fueron perfundidos  con PFA 4%, antes de 
extraer sus cerebros. De estos cerebros, usando un  criostato, se laminó  una 
porción final del  diencéfalo y  el mesencéfalo  en cortes coronales de 20 µm. 
Los cortes se trataron por inmunofluorescencia, usando marcadores conocidos 
de células progenitoras (nestina, GFAP), marcador de células en movimiento 
(PSA-NCAM) y el marcador propio  de neuronas catecolaminérgicas, tirosina-
hidroxilasa (TH). En cada tanda de inmunofluorescencia se utilizó mínimo un 
animal de cada grupo, adjudicándole un número, para hacer todo el proceso 
mediante experimentación de  doble-ciego. Los diferentes cortes de cada 
animal se dividieron al azar entre pocillos, realizando un tipo de marcaje en 
cada pocillo. Se realizaron  tanto marcajes simples como dobles.  
En  el cerebro de rata adulto  existen  cuatro cavidades  anatómicas 
denominadas ventrículos cerebrales, que se encuentran interconectados entre 
sí, y constituyen el sistema ventricular donde se forma y  circula el líquido 
cefalorraquídeo (LCR). Los espacios ventriculares estudiados en esta tesis son 
el tercer ventrículo, perteneciente al diencéfalo y el acueducto de Silvio, que 
es el conducto comunicante entre el tercer ventrículo y el cuarto, y se 
encuentra en el mesencéfalo. De este sistema ventricular, el tercer ventrículo  
varía además estructuralmente en el eje antero-posterior. Los  ventrículos 
están delimitado por un epitelio simple formado por dos tipos de células, a 
veces tres: células ependimales cúbicas con cilios hacia el lumen del ventrículo, 
llamadas ependimocitos; un tipo de célula ependimal, llamado ependimocitos 
especiales, que podemos encontrar en el Receso Colicular (RC) y el Órgano 
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Subcomisural (SCO); y  tanicitos, sin cilios pero con largos procesos  
embebidos en el parénquima  y abundantes microvilli hacia el lumen. Estas 
últimas, presentan una morfología que mantiene las características que se 
encuentran en la glía radial embrionaria, aunque su papel en el adulto es aún 
desconocido. 
1. Estudio de centros neurogénicos en ratas Prepúberes. 
Para este grupo  se usaron ratas Wistar de 70 g  a las que se les extrajo el 
cerebro, previa perfusión, sin ningún tipo de tratamiento in vivo. Se hizo un 
estudio seriado de las diversas zonas potencialmente neurogénicas desde  la 
última porción del tercer ventrículo hasta el acueducto de Silvio, con el fin de 
identificar, y detectar los posibles cambios que pudieran acontecer tras los 
tratamientos realizados y con respecto a la edad del animal. 
 
 
Figura 50. Núcleo arcuato. Inmunofluorescencia  en 3er ventrículo para nestina a -4.2 mm en el eje AP con 
respecto a bregma, según el atlas de Paxinos y Watson (2005). Puede apreciarse abundantes células 
ependimales del tercer ventrículo inmunopositiva para nestina. También se observan los procesos celulares 
de dichas células nestina+ que recorren el núcleo arcuato. DTM (núcleo tuberomamilar). 20x 
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En primer lugar en la coordenada  -4.2 mm con respecto a Bregma en el 
eje antero-posterior (AP)   se identificó el núcleo Arcuato, un  núcleo 
hipotalámico, en el que existen células inmunopositivas para nestina en la capa 
ependimal del tercer ventrículo (figura 50). Estas células presentan largos 
procesos que se extienden por toda la parte medial posterior  y lateral de esté 
núcleo hipotalámico. Estas células tienes apariencia de tanicitos, con cierta 
similitud a glía radial embrionaria. 
 
 El núcleo arcuato o núcleo infundibular, se sabe está compuesto por varias 
poblaciones importantes  de neuronas. Incluye: Neuronas neuroendocrinas 
Neuronas neuroendocrinas. Hay dos tipos. Las neuronas dopaminérgicas 
tuberoinfundibulares, que regulan la liberación de prolactina, y de hormona 
liberadora de gonadotropina; Y  El núcleo de neuronas neuroendocrinas que 
generan  la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH). 
Neuronas de proyección central. Hay tres tipos. Un grupo de neuronas 
que  liberan neuropéptido Y, proteína relacionada con agouti y GABA ; un 
grupo que coexpresan propiomelanocortina (POMC) y transcrito regulado 
por cocaína y anfetamina ( CART), importantes en la regulación del apetito y 
de la conducta sexual.; y un grupo de neuronas que sintetizan somatostatina. 
Neuronas que sintetizan grelina Son importantes en la regulación del 
apetito y en el metabolismo basal, así como en la distribución corporal de la 
grasa. 
 
 Esta variedad de tipos de neuronas, y la importancia de la región, puede 
que sea la causante de la  gran actividad proliferativa que se observa  en este 
núcleo hipotalámico. Ya que,  este pequeño núcleo cerebral interviene en 
conductas emocionales y tiene una importante actividad endócrina que regula 
la ingesta de comida, entre otras. 
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A nivel de  -4.5 mm de  distancia respecto a Bregma,  En la zona 
periventricular hipotalámica, se observan células, así como los largos  procesos 
celulares de las mismas, inmunopositivas  para nestina (Figura 51A). En esta 
zona el revestimiento ventricular se le conoce con el nombre de Órgano 
Subcomisural (SCO), y es uno de los siete órganos circunventriculares, muy 
importantes para el mantenimiento del líquido cefalorraquídeo, la homeostasis 
y  protección  del encéfalo. El SCO es una glándula del cerebro localizada en la 
región dorsal del tercer ventrículo, bajo la comisura posterior y la entrada del 
acueducto de Silvio. 
Puede apreciarse que las células inmunopositivas para nestina,  presentan  
largos procesos que se dirigen hacia el parénquima de los núcleos adyacentes. 
Estas células son por tanto tanicitos, que en este caso podrían actuar como 
células progenitoras. Dichas células podrían actuar renovando los núcleos 
anexos, o los componentes periventriculares, como la capa ependimal.  De 
hecho el mantenimiento de dicha estructura  es vital para la supervivencia del 
organismo, por lo que sería lógico pensar que en esta región se da proliferación 
para  el reemplazamiento de los componentes del SCO. 
Se pueden apreciar también las redes dopaminérgicas  TH+ (Figura 51B), que 
corresponden con la parte posterior del núcleo talámico paraventricular (PVP), 
comisura posterior (tracto mesencefálico), y al núcleo precomisural (PrC). 
Estas neuronas dopaminérgicas constituyen la red dopaminérgica 
periventricular/periacueductal del tronco del encéfalo, que se extienden 
desde porciones más rostrales, a nivel de la sustancia gris periacueductal y 
núcleo rojo, hasta porciones más craneales del tronco del encéfalo, como la 
mostrada. 
 En ningún caso se ha encontrado colocalización de las señales nestina y TH, 
como se puede ver en la superposición de las imágenes o Merge (Figura 51C) 
para  los marcadores de  dichas señales.  
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Figura 51. Órgano Subcomisural. Las  imágenes A, B y C  corresponden a las fotografías del órgano SCO 
tomadas con el microscopio de fluorescencia  a un aumento de 20x. A. células inmunopositivas para  nestina 
(verde). B. Células inmunopositivas para TH (rojo). C. Superposición o merge de las imágenes anteriores (Ay 
B). D. Ilustración  atlas Paxinos y Watson (2005) que se corresponde con el corte de cerebro del que están 
tomadas dichas imágenes, referente a la lámina que dista 4.5 mm del bregma en el eje antero -posterior. D3V 
(tercer ventrículo dorsal), pc (comisura posterior), PrC (núcleo precomisural), PVP (parte posterior del núcleo 
talámico paraventricular). 
En este mismo corte coronal, pero más ventralmente encontramos  una 
zona inmunopositiva para PSA-NCAM (Figura 52)  a  ambos lados del núcleo 
rostral lineal que podrían ser células progenitoras  tipo A, neuroblastos. Su 
origen y destino no está claro. Podría coincidir con el  tracto mamilotegmental. 
Éste va desde el hipotálamo hasta el tegmento mesencefálico. 
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Figura 52. Células PSA-NCAM+  a ambos lados  del núcleo rostral lineal que podrían ser del tipo A, o sea 
neuroblastos. Su origen y destino no está claro, aunque podría ser el tracto mamilotegmental desde el 
hipotálamo hasta el tegmento mesencefálico (x20). (nr) núcleo rojo. Aparece señal positiva en el núcleo rojo 
del mesencéfalo, pero no es significativa ya que este núcleo siempre da señal, para todos los anticuerpos 
usados. 
  
 Ya en el mesencéfalo  pero coincidiendo aun con el SCO  se han 
encontrado células y procesos celulares inmunopositivos para nestina,  en la zona 
superior de la transición tercer ventrículo-acueducto de Silvio (Figura 53). 
Dicha transición ventrículo-acueducto y ultima porción del SCO, se localiza a -
4.8mm en relación a Bregma en el eje AP. Partiendo desde este órgano  
circunventricular  y dirigiéndose hacia el hipocampo se puede apreciar los 
procesos celulares nestina+ (Figura 53B). Estas fibras nestina + son los procesos 
celulares de las células que forman la capa ependimaria de  esta glándula. Por la 
citoarquitectura de estas células probablemente se correspondan con tanicitos. 
Ya que los tanicitos  extienden largos procesos para la migración de células de 
reciente creación  o  bien pudiera ser la propia de la glía radial embrionaria  que 
aún podría permanecer como tal en las crías de rata de esta temprana edad.   
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Este mismo tipo  señal nestina+  en  los ependimocitos modificados del 
sistema ventricular se continúa en el eje antero-posterior, y se ha observado 
también más caudal, a una distancia de -5.2 mm de Bregma (figura 54). En 
posición dorsal al acueducto de Silvio, se han podido detectar células 
inmunopositivas para nestina. Esta zona se corresponde con el Receso Colicular 
(RC).   
En ambos cortes coronales (figuras 53 y 54), tanto a la altura del SCO, como a 
la del RC  se han observado células inmunopositivas TH en el Área Gris 
Periacueductal (PAG)  adyacente, aunque  la señal nestina+ no colocaliza con la 
señal TH. Estas célula TH+ son la extensión más posterior de la red 
dopaminérgica periventricular del tronco del encéfalo. Esta red en la PAG fue 
estudiada en nuestro laboratorio y está compuesta por neuronas grandes 
multipolares y pequeñas periacueductales (Flores y col., 2006). Las neuronas 
pequeñas se sitúan en la pared del acueducto o, en menor número, en el espesor 
de la PAG. 
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Figura 53. Órgano Subcomisural. A. Células inmunopositivas para nestina en el SCO  con procesos que cruzan 
la comisura del colículo superior 40x. B. Ruta de células nestina+ que parten del SCO hacía  el tercer ventrículo 
dorsal  20X. C. Superposición o merge de inmunofluorescencia nestina (verde) y TH (rojo) donde se puede 
apreciar el SCO nestina+, la ruta craneal nestina+ y células periacueductales TH+  pequeñas y multipolares 
20X. D. Lamina del Atlas estereotáxico Paxinos y Watson 5º edición donde se muestra la zona 
correspondiente a las fotografías. (csc) comisura del colículo superior. (PAG) Área Gris  periacueductal. 
posterior. (SCO) órgano subcomisural. 
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Figura 54. Receso Colicular. A. Receso Colicular con  algunas células inmunopositivas para nestina.40X  B. 
lamina del Atlas estereotáxico Paxinos y Watson, con la zona del acueducto de Silvio recuadrada y ampliada  
(coordenada con respecto a bregma -5.2mm AP). C. Superposición o merge de inmunofluorescencia nestina 
(verde) y TH (rojo) donde se aprecia el Receso colicular nestina+, un proceso celular ramificado hacia el 
hipocampo nestina+ y células periacueductales TH+20X. (csc) comisura del colículo superior. (PAG) Área Gris 
Periacueductal posterior. (SCO) Órgano Subcomisural. 
 
En esta misma zona mesencefálica, pero coincidiendo con el núcleo 
rostral lineal (Área Tegmental Ventral) se aprecian células inmunopositivas PSA-
NCAM cuya señal colocalizan con la señal TH, indicando la presencia de neuronas 
TH+ migrando de reciente generación (figura 55). Estas pueden provenir de las 
células ependimales y tanicitos  que se encuentran en las paredes de acueducto. 
Puede distinguirse algunas células con núcleo picnótico, lo que sugiere que 
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algunas de estas nuevas células sufren muerte celular por apoptosis, como ya 
está descrito para el centro neurogénico situado en la Zona Subventrícular 
(SVZ). 
 
 
Figura 55. Area Tegmental Ventral.  A. Esquema de corte coronal extraído del Atlas estereotáxico Paxinos y 
Watson 5ª edición, donde se representa la zona de estudio de las imágenes  B y C. B. Superposición o merge 
de inmunofluorescencia PSA-NCAM (verde) y TH (rojo)  donde puede apreciarse las neuronas donde 
colocaliza la señal PSA-NCAM y TH, en un tono anaranjado. 20x. B. detalle  de la zona inmunopositiva para 
ambos marcadores. Las flechas blancas señalan células con posible núcleo picnótico, 40x. ATV (Área 
Tegmental Ventral).  
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2. Ratas hemiparkinsonianas adultas. 
 
Como está descrito en Materiales y Métodos, las ratas Wistar adultas (150 -
200 g) se sometieron a cirugía estereotáxica, en la que se le lesionaba la 
sustancia negra izquierda, aplicando el modelo de hemiparkinsonismo  de 6-
OHDA. Una vez operadas, y tras 14 días, Tenía lugar el  Test de giro inducido 
por anfetamina, para corroborar que estuviesen bien lesionadas. Si  efectuaban 
más de 420 giros/hora, a partir de 30 min después de la inyección, lo animales 
se perfundían  con PFA 4% y se extraía su cerebro para el posterior 
tratamiento de los cortes coronales. En todas las tandas de experimentos se 
preparaban también animales “Sham”, esto es, animales control, que pasaban por 
el mismo proceso que los animales con hemiparkinsonismo, pero que en lugar de 
recibir inyección intracraneal de 6-OHDA, recibían  solo el vehículo de la misma 
(salino 0,9% + ácido ascórbico 0,2%.) 
De los animales adultos, es importante decir en este punto, que las ratas 
Sham no presentaron ningún tipo de señal al realizar la técnica de 
inmunofluorescencia con ninguno de los tipos de anticuerpos usados, a excepción 
de la señal TH que se localizaba en las áreas comunes en todos los casos, y de  
una irrisoria  señal positiva de nestina  en los ependimocitos ventriculares. Sin 
embargo en ratas con hemiparkinsonismo estable validado por el test de 
anfetamina, se pudo detectar un número muy reducido de células 
inmunopositivas entre las células de la capa ependimal del tercer ventrículo. 
Pero solo se encontraron del orden de 1-4 en cada corte coronal, por lo que no 
se han presentado los datos.  A niveles más caudales, ya en el mesencéfalo se 
detectaron  células inmunopositivas para nestina entre las células ependimales  
del acueducto de Silvio pero igual que en las ratas Sham estas se encontraban 
en un número muy reducido. En las zonas adyacentes al acueducto de Silvio, en lo 
que se llamada  Zona Gris  Periacueductal (PAG) había células y fibras 
dopaminérgicas TH+ (Figura 56)  cuya señal colocalizaba con la señal  PSA-
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NCAM+, indicando un posible origen neuroblástico reciente. Entre estas células 
TH+, y al parecer, recientemente generadas  se encontraron tanto de tipo 
multipolar grandes, como periacueductales pequeñas. 
 
 
Figura 56. Zona Gris Periacueductal. A y B  Superposición o merge de TH (rojo) y PSA-NCAM (verde), donde se 
puede apreciar el acueducto de Silvio, remarcado con una línea discontinua blanca. En la PAG existen dos 
tipos de células donde colocaliza ambas señales: células multipolares grandes (estrella blanca) y 
periacueductales pequeñas (flecha blanca) más próximas a la capa ependimal del acueducto. 20X. (Aq) 
acueducto de Silvio. 
  
Un poco más caudal, en las ratas con hemiparkinsonismo estable sigue 
apareciendo señal  nestina+ en ependimocitos del acueducto. Esta señal se da  en 
mayor número que el observado en el 3er ventrículo o que en ratas Sham (Figura 
57). Estas células son ependimocitos, con forma cubica que no parecen 
presentar procesos celulares. Hay una rica red TH+ adyacente a los 
ependimocitos que en ningún caso colocaliza con la señal nestina. Las neuronas 
TH+ podrían ser dopaminérgicas y además de sus funciones catecolaminérgicas 
podrían ejercer una función trófica sobre la pared ventricular, a través de 
receptores D1. Algunas de las mismas podrían ser de generación reciente desde 
las posibles progenitoras ependimales. 
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Figura 57. Acueducto de Silvio. Se detecta un mayor número de células nestina+ en la pared del acueducto en 
ratas hemiparkinsonianas. A. Inmunofluorescencia para nestina (verde) de la zona ventral del acueducto 
donde puede apreciarse  algunos ependimocitos nestina+ en la pared del acueducto de Silvio, entre las 
células ependimales. B. Inmunofluorescencia para TH (rojo) de la zona ventral del acueducto, en la que se 
aprecia una red TH+ en las zonas subependimales. C. Superposición o merge de las imágenes A y B. D. 
Inmunofluorescencia para nestina  verde) de la zona dorsal del acueducto donde también se aprecian 
también algunas células nestina+. (Aq) acueducto de Silvio. (20x). 
 
Por último en la zona más caudal, se ha podido detectar con claridad  señal 
GFAP+ alrededor del acueducto de Silvio (Figura 58). Esta señal  también se 
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observaba  en zonas anteriores  alrededor del tercer ventrículo y acueducto de 
Silvio pero no apreciable en las fotografías. Este marcador es el propio de 
células progenitoras tipo B, y de astrocitos. Los procesos celulares GFAP+ que 
se observan, se encuentran en el parénquima adyacente a la capa ependimaria 
del ventrículo, y en algunos casos estos procesos parecen invadir dicha capa 
ependimaria estando en contacto con el liquito  cefalorraquídeo.  
 
 
 
 
Figura 58. Acueducto de Silvio. Inmunofluorescencia GFAP (verde). Se puede apreciar los procesos celulares 
de células situadas en el parénquima  adyacente a la capa ependimal. La imagen se corresponde con la 
porción remarcada en la lámina extraída del Atlas estereotáxico Paxinos y Watson (2005) donde se muestra la 
zona  de observación con la coordenada estereotáxica AP al Bregma. Las flechas blancas señalan puntos 
donde los procesos celulares  atraviesan la capa de ependimocitos hasta el ventrículo. (Aq) acueducto de 
Silvio. 20X.   
 
3. Ratas hemiparkinsonianas adultas  con tratamiento 
cannabinoide. 
Las ratas Wistar fueron sometidas a una operación estereotáxica  en la que 
se les colocaba dos cánulas permanentes en el cerebro, una en el ventrículo 
GFAP 
Aq 
Bregma -7.30 mm 
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lateral izquierdo (coordenadas  AP -0.8, L +1.4, V-3.4 Paxinos y Watson) y otra 
cánula en la sustancia negra izquierda (coordenadas AP -3.4, L +2.2, V -8.2 
Paxinos y Watson).  4 días después de la operación, se realizaron las inyecciones  
del toxico y el cannabinoide a través de las cánulas, tal y como se explica en 
Materiales y Métodos (Figura 59). 
  
Figura 59. Protocolo de tratamiento con THC y 6-OHDA. 
 
Catorce días después se hicieron los test de anfetamina para comprobar el 
estado hemiparkinsoniano propio del modelo de experimentación.  Los animales 
se perfundieron  con PFA 4% a los 2 días del test.  Se extrajeron los cerebros, 
y fueron laminados en corte coronales de 20 µm, para realizar 
inmunofluorescencia con los diferentes anticuerpos. En estos grupos también se 
aplicó el doble-ciego, y  la norma de realizar la inmunofluorescencia con  al 
menos un animal de cada grupo a la vez para evitar en la medida de lo posible 
artefactos o falsos negativos por fallos humanos en el manejo de  los 
anticuerpos. 
3.1.  Ratas con doble cánula Sham para el parkinsonismo  
y control para el tratamiento cannabinoide (0 mg/ml 
THC). 
 
No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los 
marcadores usados a excepción del  marcador de células catecolaminérgicas, 
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tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales. Y una señal muy reducida de 
algunas células nestina + en las paredes de los ventrículos. 
3.2.  Ratas con doble cánula Sham para el parkinsonismo y 
dosis de 5 mg/ml THC intraventricular. 
 
No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los 
marcadores usados a excepción del  marcador de células catecolaminérgicas, 
tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales. Y una señal muy reducida de 
algunas células nestina + en las paredes de los ventrículos. 
 
3.3.  Ratas con doble cánula Sham para el parkinsonismo 
y  dosis de 10 mg/ml THC intraventricular. 
 
No se han encontrado células inmunopositivas para ninguno de los 
marcadores usados a excepción del  marcador de células catecolaminérgicas, 
tirosina-hidroxilasa en las localizaciones habituales, y una señal muy reducida de 
algunas células nestina + en las paredes de los ventrículos. 
 
3.4.  Ratas hemiparkinsonianas y control para el 
tratamiento cannabinoide (0 mg/ml  THC) 
 
Entre los animales  hemiparkinsonianos que fueron inyectados 
intracranealmente con 2µl de alcohol puro,   2 horas antes y después de la lesión 
con 6-OHDA, pudieron apreciarse cambios con respecto a los animales que solo 
fueron lesionados en la sustancia negra. En primer lugar ya al principio de la 
zona de estudio de esta tesis,  en la última porción del tercer ventrículo aparece 
nuevamente  abundante señal nestina+ en el Núcleo Arcuato.  Del mismo modo 
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que se observó en crías de Wistar sin tratar existen neuronas nestina positivas 
en la pared ependimal (figura 60), con largos procesos también nestina+ que 
recorren el Núcleo Arcuato y en algunos casos llegan hasta la  eminencia media.  
Teniendo en cuenta que los animales fueron sacrificados 17 días después de 
la operación, como en el caso de las ratas hemiparkinsonianas, debemos suponer 
que o bien el hecho de inyectarle directamente en el ventrículo alcohol o bien el 
hecho de tener durante los 17 días las cánulas implantadas en ambas regiones 
cerebrales han provocado la alta activación que observamos en el núcleo arcuato. 
 
 
Figura 60. Núcleo Arcuato. Superposición o merge de nestina (verde) y TH (rojo), del 3er ventrículo al nivel 
representado en la lámina del Paxinos y Watson (2005)  a - 4.2 mm de la referencia estereotáxica craneal 
Bregma en el eje AP. Puede apreciarse numerosos procesos celulares nestina+ que parten desde la capa 
ependimal del ventrículo.  Se aprecian también las neuronas TH+ propias de la zona, que en ningún caso 
colocaliza con la señal de nestina. 20X. (3V) tercer ventrículo.  
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 Es interesante, denotar aquí que el Núcleo Arcuato presentaba en las 
crías de Wistar abundantes neuronas nestina positivas en toda la pared del 
tercer ventrículo, y exhibían también procesos neurales   positivos para nestina, 
que recorrían todo el núcleo hipotalámico. Esta señal parecía haberse perdido en 
los animales adultos, ya que en el caso que existieran células nestina+ estas no 
fueron suficientes para ser documentadas.  
Ya que el modelo habitual de hemiparkinsonismo, no provocó  la reactivación, 
hemos de suponer que la reactivación de las células con característica de 
progenitoras en este núcleo se ha producido o bien por el efecto sinérgico del 
hemiparkinsonismo y el posible daño que el alcohol haya podido provocar; o bien 
el efecto sinérgico del hemiparkinsonismo más el daño mecánico que las cánulas 
ejercen  en las regiones de inserción; o, claro está, al efecto de los tres sucesos 
combinados, porque lo que es obvio es que no se debe solo al hemiparkinsonismo 
(los animales de este con hemiparkinsonismo estable lo corroboran), ni se debe a 
la simple inserción de las cánulas (todos los animales de esta sección las llevan, y 
ninguno de los grupos Sham presentaban nestina en el tercer ventrículo), ni 
tampoco es la inyección intraventricular con alcohol ya que se hizo otro grupo al 
que se le inyecto también alcohol puro, y no produjo este efecto.     
Continuando en el eje AP observamos que nuevamente aparecen  células 
nestina positivas entre las células que conforman el Órgano Subcomisural 
(Figura 61 y 62).  En la zona más dorsal del tercer ventrículo, en el corte coronal 
situado a - 6.68 mm de Bregma en el eje AP, aparecían nuevamente que 
expresaban microfilamentos de nestina  entre las células que forman el SCO. 
Estas células, son tanicitos ya que presentan largos procesos, que al igual que en 
el caso de las crías Wistar se dirigen hacia el hipocampo, introduciéndose en el 
parénquima de la comisura posterior.  En el mismo corte coronal se apreciaban 
también gran cantidad de ependimocitos cuboides nestina +, al igual que en las 
hemiparkinsonianas. Del mismo modo que ya pudimos observar en estas últimas 
hay numerosas neuronas TH+ en la PAG. Las neuronas TH+ que se encuentran en 
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la PAG presentan dos morfologías y localizaciones diferentes. Unas pequeñas 
llamadas periacueductales, que se localizan inmediatamente por debajo de la 
capa ependimal. Éstas presentan procesos largos que rodean a la capa ependimal 
paralelas al ventrículo. Y otra llamadas multipolares, más grandes y alejadas del 
ventrículo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 61. Tercer ventrículo de ratas Wistar hemiparkinsonianas, control del tratamiento cannabinoide. A. 
Esquema extraído del Atlas estereotáxico Paxinos y Watson (2005), que representa la zona de estudio con la 
coordenada AP en relación a Bregma. B. Superposición o merge del Tercer ventrículo para nestina (verde) y TH 
(rojo), 20X. No se aprecien colocalización de la señales. C. Órgano Subcomisural con señal nestina + de los 
tanicitos que conforman esta glándula, pueden apreciarse también los procesos de estas células nestina +, 40X. D. 
Sección del tercer ventrículo. Se observan algunos ependimocitos nestina positivos, y células pequeñas 
periventriculares TH+ (flecha blanca), con largos procesos paralelos al ventrículo 40X. E. Sección ventral del Tercer 
ventrículo. Se observan mayoría de células nestina + en la capa ependimal, y Células TH+ en el parénquima 
adyacente con procesos paralelos al ventrículo. 40X. (PrC) Núcleo  Precomisural. (3V) tercer ventrículo. (SCO) 
Órgano Subcomisural. (pc) comisura posterior. 
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Figura 62. Órgano Subcomisural. A. Superposición o merge  de nestina (verde) y TH (rojo) de la última porción 
del tercer ventrículo, se aprecia los tanicitos nestina+ del SCO, con largos procesos celulares nestina + que se 
dirigen  hacia el hipocampo. También en la PAG pueden apreciarse neuronas multipolares grandes 
inmunopositivas para TH+.20X. B. Órgano Subcomisural. Se pueden ver las células nestina +, con sus largos 
procesos celulares dirigidos hacia el hipocampo. 40X.  
 
 En localizaciones más caudales, ya en el mesencéfalo, se observa una gran 
activación de células ependimales, que presentaban microfilamentos de tipo 
nestina (Figura 63).  En las células ependimales que forman el acueducto de 
Silvio puede apreciarse que hay dos tipos de señal positiva para nestina: 
Por un lado podemos observar que entre los ependimocitos  cuboides típicos hay 
mucho nestina positivos bordeando el acueducto. Alguno de ellos además han 
desarrollado pequeños procesos celulares que penetran en el parénquima 
adyacente  dirigidos hacia la red TH+ anexa al acueducto. 
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Y por otro lado existe otra población diferente de 
nestina positivas localizadas en la zona dorsal del 
acueducto. A esta zona se le conoce con el nombre de 
Receso Colicular (CR). Las neuronas que se encuentran en 
esta región tienen un aspecto más redondeado, y 
podemos encontrarlas tanto en la capa ependimal como en 
el parénquima adyacente, pudiendo ser estas últimas 
neuronas generadas recientemente  en disposición de migrar hacia su órgano 
diana.  En estos animales a los que se les implanto la doble cánula y que fueron 
inyectados intracranealmente con el toxico 6-OHDA en la Sustancia Negra por 
un lado, y alcohol en los ventrículos por otro, han sido los primeros en los que 
hemos podido observar células nestina +  esta localización  tan caudal del CR. 
Además la citoarquitectura de las mismas (véase fotografía de la izquierda)  
también difiere de lo que hemos apreciado hasta ahora.  
Por otro lado, en cuanto a la señal TH, esta sigue el patrón habitual para esta 
región del cerebro, con células periacueductales pequeñas, con procesos que 
bordean la capa ependimal desde el parénquima; y una red TH+ localizada en el 
parénquima en la zona ventral del acueducto y que se dirige hacia el ATV. 
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Figura 63. Acueducto de Silvio. Superposición o merge de nestina (verde) y  TH (rojo), del acueducto de Silvio 
en el corte coronal alejado 6.60 mm de Bregma, en ratas con doble cánula hemiparkinsonianas, con 
tratamiento de  2 µl de 0 mg/Kg THC en los ventrículos, 2 horas antes y después de la lesión. A. acueducto de 
Silvio 20X. B. Detalle de la zona dorsal del acueducto de Silvio que se corresponde con el Receso Colicular, con 
varias células nestina+. 40X. C. detalle de una porción lateral del acueducto sonde puede verse una célula 
periacueductal TH+ (flecha blanca), con los procesos celulares TH+ abrazando la capa ependimal. 40X. D. 
porción ventral del acueducto de Silvio, donde se  observan múltiples ependimocitos nestina positivos,  en 
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algunos casos con procesos nestina+ introduciéndose en el parénquima anexo hacia la red TH+ adyacente. 
40X.  
Hacia el final de la zona de estudio en el eje AP,  además de la señal nestina+ en 
muchos de los ependimocitos del acueducto de Silvio  se ha visto una  
modificación de estos ependimocitos que  desarrollan en algunos casos pequeños 
procesos (Figura 64). Estas neuronas podrían tratarse de ependimocitos 
progenitores que modifican su morfología hacia  tanicitos, para poder dirigir 
mediante los procesos celulares las células de nueva generación. 
 
 
Figura 64. Acueducto de Silvio. Superposición o merge de nestina (verde) TH (rojo), del acueducto de Silvio en 
el corte coronal alejado 7.30  mm de Bregma, en ratas con doble cánula hemiparkinsonianas, con tratamiento 
de 2µl de  0 mg/ml THC en los ventrículos, 2 horas antes y después de la lesión. La lámina extraída del atlas 
estereotáxico Paxinos y Watson (2005) representa la porción que podemos ver en la fotografía. Esta porción 
representa la porción ventral de la capa ependimaria, Y puede verse ependimocitos nestina cuboides típicos y 
algunos con pequeños procesos celulares dirigidos hacia la red TH+ adyacente (flecha blanca). 40X.  
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3.5.     Ratas hemiparkinsonianas y dosis de  5mg/ml 
THC intraventricular 
 
Entre los animales  hemiparkinsonianos que fueron inyectados 
intracranealmente con 5 mg/ml,  2 horas  antes y después de la lesión con 6-
OHDA, se observaron   también cambios con respecto a los animales que solo 
fueron lesionados en la sustancia negra. En primer lugar  en la última porción del 
tercer ventrículo aparece nuevamente  numerosas neuronas nestina+ entre las 
células que conforman el SCO  (figura 65), aunque en este caso, no encontramos  
en ninguno de los cortes de los diferentes animales de este grupo, una  vía 
craneal nestina+ de los procesos de estas células, tan claramente como ocurría 
en el caso de las crías de rata o en los animales tratados solo con el vehículo de 
la solución THC, es decir, alcohol.  
 
  
 
Figura 65. Organo subcomisural. Células nestina positivas conformando el OSC en la última porción del tercer 
ventrículo en su únión con el acueducto mesencefálico. 40X 
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 En este grupo de animales, si pudimos volver a observar el receso 
colicular del acueducto de Silvio con un significativo número de células con 
microfilamentos de nestina. De hecho en estos animales se apreciaba a 
diferentes alturas en el eje AP, que entre las neuronas nestina positivas   
localizadas en el Receso Colicular (RC), existían algunas neuronas  en el 
parénquima adyacente. Estas neuronas, pueden ser células de reciente 
generación en movimiento hacia su localización diana (Figura 66).  
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Figura 66. Receso colicular en el acueducto de Silvio. A. Lamina extraida del Atlas estereotaxico Paxinos y 
Watson (2005), que representa la zona de estudio. B. imagen del acueducto de silvio con inmunofluorescencia 
nestina 20X. C. detalle del recuedro remarcado en la imagen B, donde puede apreciarse a mayor aumento el 
Receso colicular marcado positivamnete para nestina, con neuronas en el parenquima adyacente que parecen 
de reciente generación dirigiendose hacia la zona dorsal. 
 
 Este patrón de células con microfilamentos de nestina, que parecen 
escapar del grupo ubicado en el RC, se repetía a diferentes coordenadas en el 
eje AP en toda la longitud del ventrículo mesencefálico o acueducto de Silvio, e 
incluso en alguna ocasión pudimos ver un grupo de neuronas nestina + que se 
encontraban en el parénquima adyacente al acueducto, pero en localizaciones 
laterales con respecto al ventrículo (figura 67), en lugar de la típica localización 
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dorsal. En este caso se apreciaban células redondeadas, con somas pequeños y 
pequeños procesos que si  bien no nos podemos aventurar a decir que  estén en 
movimiento, si podemos apreciar que se localizan en el lado más cercano al punto 
de inserción de la cánula. Entonces, estas células, podrían ser neuronas 
progenitoras activas o células generadas recientemente que aún no han sufrido 
la diferenciación a neuronas maduras. Y esta proliferación emergente podría 
haberse provocado  por el daño mecánico que este cuerpo extraño, producía en 
el cerebro del animal.  
 Cambiando de anticuerpo, mediante el uso del Anticuerpo PSA-NCAM,  un 
marcador para células en movimientos, se pudo comprobar la existencia de 
células TH+ en movimiento.  En estos animales que llevaban la doble cánula 
implantada y que además del hemiparkinsonismo, habían experimentado las 
inyecciones ventriculares de THC (5mg/ml en alcohol), podemos ver que en el 
parénquima adyacente al acueducto de Silvio, algunas de las neuronas TH+ 
periventriculares  coexpresan  PSA-NCAM. Esta colocalización de los 
marcadores TH y PSA-NCAM  significa que dichas neuronas dopaminérgicas 
eran de reciente generación y se encontraban en movimiento dirigiéndose hacia 
su destino diana. Este tipo de señal ya fue visible en los animales con 
hemiparkinsonismo, provocado por operación estereotáxica simple, pero no, en 
los animales con doble cánula hemiparkinsonianos y control para el tratamiento 
cannabinoide. 
Parece pues que, de alguna manera la inyección de alcohol en hemiparkinsonianas 
ya sea por efecto de la cánula, el efecto del alcohol, o por la combinación de 
ambos, activaba los hipotéticos centros  neurogénicos  pero las  células 
progenitoras no efectuaban la debida mitosis asimétrica para generar células 
que pudieses diferenciarse a algún componente del sistema nervioso, y solo 
generarían más células progenitoras. Y a la luz de estos resultados podríamos 
concluir que la inyección del cannabinoide a una concentración de 5 mg/kg, o bien 
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revierte el daño que el alcohol pudiese generar o bien provoca la diferenciación 
de los neuroblastos a célula maduras del sistema nervioso.  
 Además de la expresión de PSA-NCAM en Las neuronas dopaminérgicas, 
se aprecia señal PSA-NCAM en algunas células en el parénquima adyacente al 
acueducto, que no expresan TH. Estas pueden ser o bien otro tipo de célula, o 
bien  células  de reciente generación que aún no han adquirido la señales propias 
de células diferenciadas. 
 
 
Figura 67. Acueducto de Silvio. Zona ventral del acueducto de Silvio, representado en el esquema extraído  
del atlas estereotáxico Watson y Paxinos (2005). La imagen es una  superposición o merge de PSA-NCAM 
(verde) y TH (rojo). Puede apreciarse que existen algunas neuronas donde colocaliza la señal (flechas blancas).  
También se observan  algunas células que solo muestran expresión de PSA-NCAM (flechas amarillas). 20X 
 
 Fue interesante observar la zona dorsal del acueducto de Silvio bajo la 
doble inmunofluorescencia realizada con PSA-NCAM y TH, ya que podía 
apreciarse en esta localización que ya no existía colocalización de ambos 
marcadores. De hecho no suele aparecer señal TH+ en esta zona dorsal del 
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acueducto. Aun así en esta región se observaron también células que debían de 
estás en movimiento alrededor del acueducto, hacia los laterales y a direcciones 
más dorsales (figura 68). También llamaba favorablemente la atención 
comprobar que en la zona donde se localiza el receso colicular, que en este grupo 
de animales sabemos activo, no aparecía señal PSA-NCAM. Luego podemos 
pensar que las células nestina+ que hemos observado en toda la longitud del CR, 
son células progenitoras, que pueden generar neuroblastos que migren y se 
diferencian hacia algún tipo celular que en algunos casos pueden ser 
dopaminérgicas. El éxito de la  sucesión de acontecimientos, que lleve a células 
inmaduras a madurar favorablemente hacia células funcionales en una región 
concreta del cerebro, queda aún en el desconocimiento. 
 
Figura 68. Acueducto de Silvio. Zona dorsal del acueducto de Silvio, representado en el esquema extraído  del 
atlas estereotáxico Paxinos  y Watson, por un recuadro rojo. La imagen es una superposición o merge de PSA-
NCAM (verde) y TH (rojo). Se ha remarcado en línea discontinua blanca el receso colicular (CR). Puede 
apreciarse que existen algunas PSA-NCAM que parecen migrar hacia la zona dorsal (flechas blancas) y otras 
PSA-NCAM que parecen migrar alrededor del acueducto (flechas amarillas). 20X 
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 En ninguno de los casos pudimos observar marcaje positivo de nestina, ni 
de PSA-CAM, ni GFAP, en las Sustancia Negra ni en localizaciones cercanas 
(figura 69). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 69. Sustancia Negra. Superposición o merge de nestina (verde), y TH( rojo), donde se observan las 
tipicas neuronas dopaminergicas de este nucleo del cerebro. 20X. 
 
 
3.6.  Ratas hemiparkinsonianas y dosis de 10 mg/ml THC 
intraventricular. 
 
Entre los animales con doble cánula, a los que se le inyecto  
intracranealmente 6-OHDA en la sustancia negra, según el modelo de 
hemiparkinsonismo y 2 µl de THC a  una concentración de 10 mg/ml en el 
ventrículo lateral izquierdo 2 horas antes y después de la inyección del tóxico, 
no se han encontrado resultados relevantes.  Aunque, si bien es verdad, que los 
animales se sacrificaron sin conseguir que presentaron en el test de anfetamina 
un giro adecuado propio de un hemiparkinsonismo estable, en ninguno de los 
animales que componían este grupo de experimentación.   
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Debido a que ninguno de los animales superó en el test de anfetamina  los 
420giros/hora mínimos requeridos para un apropiado patrón de giro, los 
animales se sacrificaron para aclarar si el problema radicaba en una inadecuada 
implantación de las cánulas. Y tras comprobar que la inserción de éstas era 
correcta se les realizó la inmunofluorescencia con los diferentes anticuerpos 
para comprobar si la falta de evidencias de lesión nigrica se debía a una muy  
incrementada proliferación  celular que compensara los efectos nocivos del 
tóxico. 
Por un lado podemos corroborar que esta hipótesis no era cierta, ya que no 
pudimos encontrar de hecho señales significativas para ninguno de los 
marcadores usados a excepción de la señal de  tirosina-hidroxilasa en las 
localizaciones habituales, y una irrisoria señal nestina + entre los ependimocitos  
ventriculares. Por otro lado, la falta de giro pudiera deberse a 
hipersensibilación del receptor dopaminérgico D2 en el estriado ipsilateral a la 
sustancia negra dañada.  Aunque esto es un fenómeno habitual de compensación 
que suele ocurrir en cierto grado en este modelo de parkinsonismo animal, es 
anormal que ocurra tan exagerado en un tiempo tan reducido (ninguno de los 
animales superó los 50 giros/hora,  después de 14 días tras la operación). 
También podría deberse al efecto reductor que el cannabinoide tiene per se. Y 
teniendo en cuenta que la lesión que se intenta producir en este modelo es de 
origen oxidativo, esta hipótesis sería adecuada. Pero para ello debemos suponer 
que el cannabinoide una vez inyectado en el ventrículo lateral viajo por el LCR  y 
penetro por el acueducto de Silvio hacia el parénquima, llegando a la SN. 
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Efecto motor de inyecciones intraestriatales de Δ9-THC y 
ligandos dopaminérgicos D3 en ratas hemiparkinsonianas. 
 
Los estudios de la presente tesis doctoral con inyecciones intracerebrales con 
THC demuestran que este cannabinoide es capaz de disminuir la tasa de giro 
inducida por anfetamina, en ratas hemiparkinsonianas. Por tanto,  el THC 
aumenta el tono funcional del estriado dañado, donde es inyectado, 
probablemente aumentando la liberación de dopamina de las terminales del 
mismo. Este efecto debe estar mediado por su acción sobre receptores CB1, y 
además se sabe que la lesión con la neurotoxina 6-OHDA es capaz de regular al 
alza dichos receptores en el estriado (Romero y cols, 2000). Estos receptores 
se localizan de modo presináptico en las terminales dopaminérgicas 
nigroestriadas o postsináptico en las propias neuronas estriatales que expresan 
D1R o D2R. Considerando que la acción CB1 agonista es capaz de inhibir la 
liberación de dopamina (Sañudo-Peña y cols., 1999), es más probable que los 
efectos motores sean debidos a la acción sobre las neuronas de la vía directa 
principalmente, que expresan D1. El efecto motor del THC en ratas normales es 
bifásico, pues a bajas dosis incrementa la actividad motora, y a dosis más altas 
induce inmovilidad e incluso catalepsia (Fride y cols., 1994; Rodríguez de 
Fonseca y Navarro, 1998). Algo similar sucede en ratas parkinsonianas, con un 
claro efecto bifásico, pues dosis más altas no son efectivas o inducen 
hipomotilidad. Se sabe que la acción hipercinética de los cannabinoides se 
acompaña de un incremento del consumo cerebral de 2-deoxi-glucosa, mientras 
que sucede lo contrario a altas dosis inductoras de catalepsia (Margulies y 
Hammer, 1991).  
 Se ha observado que la acción directa sobre receptores D3 no tiene 
efecto sobre el giro de ratas hemiparkinsonianas. Estos receptores son 
expresados en el estriado  principalmente por neuronas de la vía directa con 
D1R, aunque en poca cuantía. La lesión dopaminérgica con 6-OHDA aumenta la 
funcionalidad de D1R y regula al alza a los receptores D2, pero parece ser que 
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no hay un mayor efecto mediado por D3R, según nuestros datos. La 
hipersensibilidad dopaminérgica tras 6-OHDA parece ser debida a una 
regulación al alza de receptores D2, y aumento de la actividad de las vías de 
transducción acopladas a los receptores D1 sin regulación al alza de receptores 
(Schwarting y Huston, 1996). Este fenómeno se desarrolla progresivamente tras 
la degeneración dopaminérgica estriatal (Morelli y Di Chiara, 1987), y parece ser 
un mecanismo compensador que participaría en la recuperación parcial del tono 
dopaminérgico, y que podría explicar el retraso en la aparición de los síntomas 
de la enfermedad de Parkinson en el ser humano (Schwarting y Huston, 1996). 
Sin embargo los datos permiten afirmar que el THC actúa en cierto modo 
a través de receptores D3, pues el el agonista D3R PIPAT aumenta el efecto del 
THC, pero el antagonista D3R GR103691 es capaz de disminuir el efecto motor 
del THC. Parece ser que el THC tiene un cierto efecto agonista sobre D3R que 
debe ser pequeño, considerando la baja expresión estriatal de D3R, y que pocas 
dosis son efectivas en dicha interacción.  Además el efecto es bifásico, algo 
común en las interacciones cannabinoides. Los CB1R y D3R son co-expresados 
por las terminales aferentes dopaminérgicas del estriado dorsal y ventral, 
donde modulan la liberación de dopamina de modo conjunto. Al igual que  CB1R,  
el receptor D3 es un autorreceptor que regula la síntesis y la liberación de 
dopamina, a través de mecanismos como la inhibición de la formación de AMPc, 
la reducción de corrientes de Ca2+ que fluyen a través de canales activados por 
voltaje y la potenciación de corrientes saliente de K+, efectos todos mediados 
por proteínas Gαi/Gαo (Mestikawy y cols., 1986; Akaoka y cols., 1992).  A nivel 
funcional se sabe que existe interacción entre el sistema cannabinoide  CB1,  y 
los receptores D3. Los ratones mutantes carentes de D3R tienen niveles de 
cannabinoides alterados en hipocampo, núcleo accumbens, amígdala y estriado 
dorsal (Micale y cols., 2009). Los datos permiten afirmar que existe una 
interrelación funcional, a nivel estriatal,  entre  los receptores cannabinoides  
CB1,  y los receptores D3. 
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Efecto Bifásico del Δ9-THC en la supervivencia de neuronas de 
la sustancia negra en cultivos. Papel diferencial de los 
receptores CB1, PPAR-α y TRPV1. 
 
Los datos del presente trabajo indican que el cannabinoide delta-9-
tetrahidrocannabinol tiene efectos bifásicos sobre la supervivencia de neuronas 
nígricas, confirmando datos anteriores (Mechoulam y cols., 2002; Downer y cols., 
2007; Pope y cols., 2010) que muestran que el THC posee efectos tanto 
neurotóxicos como neuroprotectores. Se observa que el THC per se es 
citotóxico a una alta dosis (6µM), efecto que debe incluir tanto a las neuronas 
dopaminérgicas como no dopaminérgicas nígricas.  Las neuronas dopaminérgicas 
se sometieron a estrés oxidativo con 6-OHDA, y el THC ejerció 
neuroprotección a bajas dosis (30 y 300 nM), y la dosis alta de 6µM era 
citotóxico. Considerando que la toxina 6-OHDA es tóxica en roedores porque 
induce la generación de expecies reactivas de oxígeno o ROS (Ben-Sachar y 
cols., 1991; Cadet y cols., 1989; Cohen y cols., 1976; Schwarting and Huston, 
1996), los efectos neuroprotectores del THC podrían estar mediados por su 
conocida eficacia antioxidativa.  
Respecto a la citotoxicidad, el THC se ha mostrado citóxico contra 
diversos tipos celulares. Esta acción depende del tipo celular, y el THC ejerce 
efectos apoptóticos y necróticos (de Petrocellis y cols., 1998; Galve-Roperth y 
cols., 2002; Powles y cols, 2005). El trabajo revela que el THC es tóxico para 
neuronas nígricas a 6 µM.  En línea con lo propuesto por Powles y cols (2005), el 
receptor CB1 parece no estar involucrado en dichos efectos, porque la 
citotoxicidad del THC permanecía en cultivos de neuronas sin CB1R. Además los 
receptors PPAR- y TRPV1 tampoco están involucrados porque la citotoxicidad 
permanecía en cultivos tratados con antagonistas o de ratones carentes de los 
receptores. Se observó también que la falta de TRPV1, pero no CB1R o PPAR-, 
aumentaba la muerte basal celular en los cultivos, confirmando la importancia de 
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los receptores vanilloides tipo 1 en la respuesta normal al estrés celular 
(Beltowski y cols., 2002).  
Respecto a los efectos neuroprotectores contra la 6-OHDA, el THC 
también actúa como protector sobre diversas líneas celulares (Hampson y cols., 
1998; Marsicano y cols., 2002; Gilbert y cols, 2006; Zani y cols., 2007), a través 
de la reducción del estrés oxidativo (Marsicano et akl., 2002), un efecto no 
mediado por CB1R (Lastres-Becker y cols., 2005). Esta falta de participación de 
CB1R en los efectos neuroprotectores del THC fue confirmada en este estudio, 
porque dichos efectos permanecían en cultivos de neuronas de ratones carentes 
de CB1R. La reducción del estrés oxidativo ha sido explicada por diversos 
mecanismos como acción antioxidativa per se (Lastres-Becker y cols., 2005), 
inhibición de la liberación de NO (Molina-Holgado y cols., 2003), inhibición del 
influjo de calcio y de la liberación de glutamato (Mackie and Hille, 1992; Shen y 
cols., 1996), antagonismo del receptor de interleucina-1 endógena (Molina-
Holgado y cols., 2003) o de la producción de “brain derived growth factor” 
(BDNF) (Khaspekov y cols.,  2004).  
Diversos autores han propuesto que otros receptors han de estar 
involucrados en los efectos neuroprotectores de THC (Zani y cols., 2007), 
porque otros cannabinoides actúan por medio de los receptores TRPV1 o los 
PPARs “peroxisome proliferator-activated receptors” (O’Sullivan y cols., 2005; 
O’Sullivan, 2007; Alexander y Kendall, 2007; O´Sullivan y Kendall, 2009). El 
receptor vanilloide TRPV1 está involucrado en la protección de neuronas de 
dopamina, porque la activación de TRPV1 induce la muerte de neuronas 
mesencefálicas en cultivo e in vivo (Kim y cols., 2005, 2007; Marinelli y cols., 
2006). Los datos de la presente tesis apoyan que TRPV1 está involucrado en los 
efectos inducidos por THC pues los efectos neuroprotectores del THC se 
abolían en ratones carentes de TRPV1 o en líneas celulares tratadas con el 
antagonista capsaicina. 
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales 
  
          220                                     
 
El THC es también un ligando de PPAR-γ (O’Sullivan y cols., 2005; 
O’Sullivan, 2007; Alexander y Kendall, 2007; O´Sullivan y Kendall, 2009), y se 
ha propuesto que activa PPAR-  (Sun y cols., 2007). Los PPARs, incluyendo 
PPAR- y PPAR-γ, juegan un papel importante en los procesos antioxidantes y 
antiinflamatorios (Beltowski y cols., 2002). Estos efectos neuroprotectores se 
asocian a un menor estrés oxidativo cerebral dependiente del increment de 
numerosa enzimas antioxidantes, menor actividad de la NO sintetasa (Chen y 
cols., 2007), y regulación de los astrocitos y células gliales (Xu y cols., 2005, 
2006). Los ligandos PPAR- como los fibratos tienen potencial terapéutico en 
desórdenes neurológicos como la esclerosis múltiple (Racke y cols., 2006), 
Parkinsonismo (Galan-Rodriguez y cols., 2009), o encefalitis autoinmune (Diab y 
cols., 2004). Los datos del presente trabajo indicant que el THC también actúa 
por medio de PPAR-, en contra de otros trabajos (Sun y cols., 2007),  porque la 
neuroprotección inducida por THC en los cultivos celulares se abolió tras el 
tratamiento con el antagonista PPAR-  selectivo GW6471 y en ratoens 
carentes de PPAR-.  
 
Estudio de la capacidad psicotogénica del THC 
El THC se ha relacionado con al génesis de esquizofrenia.  Aunque la 
asociación entre cannabis y psicosis es aún un motivo de controversia, hay 
algunos autores que postulan la capacidad psicotogénica del cannabis y/o la 
capacidad del mismo como factor de riesgo por si solo o ante vulnerabilidad 
genética.  En concordancia con ello, es un hecho conocido, que las intoxicaciones 
agudas por cannabis en personas sanas puede generar un cuadro psicótico, de 
naturaleza temporal, que cesa tras la metabolización y eliminación del principal 
componente psicoactivo del cannabis, Δ9-THC del organismo (D’Souza y cols., 
2005). Además el tratamiento crónico con Δ9- THC produce cambios 
permanentes en la actividad del sistema endocannabinoide (di Marzo y cols., 
2000). Los datos de la presente tesis indican que el tratamiento agudo, no 
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crónico, con THC es capaz de alterar la normal respuesta en el PPI, tanto a la 
dosis de 5 como de 10 mg/kg.  Esto concuerda con el hecho que las 
intoxicaciones agudas con cannabis pueden generar un cuadro psicótico. El 
consumo crónico, sin embargo, daría lugar a fenómenos de tolerancia con 
normalización de la respuesta en el PPI. El aislamiento durante la infancia es 
también un estímulo poderoso para producir disrupción del PPI, como se ha 
observado en esta tesis en ratones machos y hembras.  
El estudio con aislamiento combinado con tratamiento subcrónico de THC 
en la adolescencia y/o etapa adulta en los ratones ha dado resultados variables 
según el protocolo y el sexo de los animales. En hembras, no aisladas, el 
tratamiento adulto con el vehículo empleado para disolver el THC, o sea el 
alcohol, pero no el THC, induce alteración del filtrado sensorial en los animales 
que recibieron THC en la adolescencia, lo cual los hace más vulnerables al alcohol 
probablemente. También hay alteraciones del normal filtrado sensorial en los 
animales que reciben THC en el adulto (5 mg/kg). En las hembras aisladas, todos 
los tratamiento revierten la alteración del PPI inducida por el aislamiento 
excepto la dosis más alta de THC (10 mg/kg) dada en la etapa adulta. En los 
machos, sin aislamiento, ocurre igual que las hembras, el alcohol altera el PPI así 
como lo hace la dosis de 5 mg/kg THC en la adultez. Sin embargo, todos los 
tratamientos inducen hiporreactividad, lo que invalida los datos del PPI. En los 
machos aislados todos los tratamientos normalizan el PPI alterado por el 
aislamiento, sin alterarse la respuesta reactiva  de sobresalto. Parece ser que 
tanto el THC subcrónico como el vehículo alcohol tienen efectos protectores 
contra la disrupción del filtrado sensorial en ratones macho aislados. 
El rol del sistema cannabinoide en la génesis de esquizofrenia se puso de 
manifiesto en el estudio de ratones carentes de CB1R. Estos ratones 
presentaban un PPI alterado, además de cambios hiperreactivos. Curiosamente, 
el tratamiento con 5 mg/kg THC normaliza el PPI alterado en los ratones KO de 
CB1R.  El THC modifica al sistema endocannabinoide, porque los receptores CB1 
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se regulan al alza en corteza prefrontal tras 5 mg/kg de THC. Además, la 
cuantificación mediante PCR de NAPE-PLD en corteza prefrontal y en el  
estriado indica que el THC a dosis de 10mg/kg disminuye  la expresión del mismo 
en el estriado pero no en corteza prefrontal. También la enzima FAAH aumenta 
su expresión, medida por PCR, en corteza prefrontal y estriado dorsal tras 5 
mg/kg de THC. Los datos indican que el THC a dosis de 5 pero no superiores es 
capaz de modificar la expresión de CB1R en corteza prefrontal, lo que podría 
relacionarse con los efectos psicóticos  agudos de dicha dosis en concreto 
demostrado en el test de comportamiento. Los cambios en las enzimas NAPE-
PLD  y FAAH sugieren que el THC modifica la vía de síntesis y degradación de 
cannabinoides endógenos como anandamida. La dosis de 5 THC tiene efecto 
sobre todo a nivel de la degradación por FAAH, lo que también se podría 
relacionar con los efectos psicóticos agudos del THC a 5 mg/kg o su acción 
antipsicótica sobre los ratones KO de CB1R. Respecto al papel de las enzimas, la 
AEA se sintetiza gracias a la fosfolipasa D o NAPE-PLD (Okamoto y cols., 2007). 
Esta enzima hidroliza N-ArPE dando como resultado AEA y ácido fosfatídico. La 
anandamida se metaboliza por hidrólisis producida por la amidohidrolasa de 
ácidos grasos (FAAH) (Cravatt y cols., 1996), 
 
Estudio de posible nicho neurogénico en tercer y cuarto 
ventrículo, bajo condiciones de hemiparkinsonismo inducido  
 
El desarrollo de las células progenitoras en el cerebro adulto es un 
balance regulado entre proliferación, diferenciación y supervivencia/muerte, 
controlado por señales extracelulares. Aunque el mecanismo implicado aún no 
está claro, las investigaciones recientes  sugieren que parte de este control 
viene dado por el sistema endocannabinoide. En este contexto hay propuestas ya 
algunas vías que podrían estar implicadas en el control que ejerce los 
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cannabinoides en el destino celular, como la vía Rap/B-Raf/ERK y  PI3K/Ark 
(Galve-Roperh y cols., 2006). También se postula  que el control de la 
proliferación por cannabinoides puede venir mediante la regulación de la óxido 
nítrico sintasa (Kim y cols., 2006), ya que como se sabe los cannabinoides pueden 
regular  la actividad de esta enzima y hay bibliografía reciente que propone al 
óxido nítrico entre los partícipes del control neurogénico (Matarreona y cols., 
2005). Además se ha propuesto la regulación cruzada  con rutas de señalización 
de los factores de crecimiento. En esta línea se propuso que el factor de 
crecimiento de fibroblastos puede inducir la síntesis de 2-AG (Willian y cols., 
2003).  También el sistema cannabinoide podría  estar implicado en la 
neurogénesis a través de su función como neuromodulador (Lie y cols., 2004) de 
otros neurotransmisores como la dopamina, la cual parece ser que tiene un papel 
en la regulación de la neurogénesis (Baker y cols., 2004). 
Antes del estudio de la implicación del sistema cannabinoide en la 
neurogénesis en las áraes el tercer ventrículo hasta el acueducto de Silvio, se 
estudiaron estos centros por cortes coronales. Se  observaron centros 
germinativos aparentemente “quiescentes” en diversas zonas en ratas 
prepúberes. Así, a nivel de tercer ventrículo, se observó el núcleo arcuato del 
hipotálamo con abundantes tanicitos, parecidos a glía radial, y el órgano 
subcomisural alrededor de la zona dorsal del tercer ventrículo, con abundantes 
tanicitos positivos a nestina. A este nivel también se observó el comienzo de la 
red dopaminérgica periventricular-periacueductal, que ha sido descrita por 
nuestro equipo en su zona periacueductal (Flores y cols., 2008). A nivel 
mesencefálico se observó el final del órgano subcomisural con tanicitos, y el 
receso colicular más caudal, con ependimocitos modificados, semejantes a glía 
radial. Los procesos radiales se dirigen hacia el hipocampo, y podrían tener un 
papel neurogénico. También se observan ependimocitos cuboides en la pared del 
acueducto de Silvio, positivos a nestina.  
Efectos neurofisiológicos del Δ9-THC en modelos animales 
  
          224                                     
 
En las ratas adultas todas estas zonas desaparecen, excepto la escasa 
presencia de ependimocitos en la pared del acueducto. Hay también células 
GFAP+ cerca de la pared, alrededor del acueducto, probablemente en 
proliferación. Algunas coexpresan la enzima tirosina-hidroxilasa. Podrían ser 
células dopaminérgicas periacueductales procedentes de la pared acueductal, 
pero no se puede afirmar categóricamente. El tratamiento con THC en ratas 
parkinsonianas no modifica dichas señales. Sin embargo, mediante el uso de 
PSA-NCAM,  un marcador para células en movimientos, se pudo comprobar la 
existencia de células TH+ aparentemente en movimiento.  En estos animales 
tratados con THC (5mg/ml en alcohol) se observó que en el parénquima 
adyacente al acueducto de Silvio algunas de las neuronas TH+ periventriculares  
coexpresan  PSA-NCAM. Esta colocalización de los marcadores TH y PSA-
NCAM  significa que dichas neuronas dopaminérgicas eran de reciente 
generación y se encontraban en movimiento dirigiéndose hacia su destino diana. 
Esto indica que el THC puede tener un cierto rol neurogénico estimulando 
nuevas neuronas en la zona periacueductal, aunque los datos no son concluyentes. 
Finalmente,  la infusión de vehículo alcohólico sí indujo la reaparición de la señal  
positiva a nestina en áreas observadas en ratas prepúberes: núcleo arcuato, 
órgano subcomisural, receso colicular y pared acueductal. El alcohol podría tener 
un papel neurogénico, sorprendentemente, o bien estimular las áreas 
“quiescentes” observadas en ratas prepúberes. 
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CONCLUSIONES 
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1) El Δ9-tetrahidrocannabinol aumenta el tono funcional del estriado 
dañado, donde es inyectado, probablemente aumentando la liberación 
de dopamina de las terminales del mismo.  
2) La estimulación directa de receptores D3 estriatales no tiene efecto 
motor  en ratas parkinsonianas. 
3) El THC actúa en cierto modo a través de receptores D3, existiendo 
interacción entre CB1R y D3R, pues el agonista D3R PIPAT aumenta 
el efecto motor del THC, pero el antagonista D3R GR103691 es capaz 
de disminuir el efecto motor del THC. 
4) El THC tiene efectos bifásicos sobre la supervivencia de neuronas 
nígricas, pues ejerce efectos tanto neurotóxicos como 
neuroprotectores. 
5) En los efectos neuroprotectores del THC participan los receptores 
vanilloides TRPV1 y PPAR- , pero no los receptores CB1. 
6) El tratamiento agudo, no crónico, con THC es capaz de alterar la normal 
respuesta en el PPI en ratones, indicativo de “respuesta psicótica”. El 
aislamiento durante la infancia es también un estímulo poderoso para 
producir disrupción del PPI, 
7) El estudio con aislamiento combinado con tratamiento subcrónico de THC 
en la adolescencia y/o etapa adulta en los ratones ha dado resultados 
variables según el protocolo y el sexo de los animales.  
8) En hembras, no aisladas, el tratamiento adulto con el vehículo empleado 
para disolver el THC, o sea el alcohol, pero no el THC, induce 
alteración del filtrado sensorial en los animales que recibieron THC 
en la adolescencia, lo cual los hace más vulnerables al alcohol 
probablemente. También hay alteraciones del normal filtrado 
sensorial en los animales que reciben THC en el adulto (5 mg/kg).  
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9) En las hembras aisladas, todos los tratamiento revierten la alteración del 
PPI inducida por el aislamiento excepto la dosis más alta de THC (10 
mg/kg) dada en la etapa adulta. 
10)  En los machos, sin aislamiento, todos los tratamientos inducen 
hiporreactividad, lo que invalida los datos del PPI.  
11) En los machos aislados todos los tratamientos normalizan el PPI alterado 
por el aislamiento, sin alterarse la respuesta reactiva  de sobresalto. . 
12) Los ratones carentes de CB1R presentan un PPI alterado, además de 
cambios hiperreactivos. 
13) El THC modifica al sistema endocannabinoide porque los receptores CB1 
se regulan al alza en corteza prefrontal, disminuye los niveles de 
cDNA de NAPE-PLD  en corteza prefrontal y en el  estriado, y regula 
al alza la expresión génica de la enzima FAAH en corteza prefrontal y 
estriado dorsal. 
14)  Se  observaron centros germinativos aparentemente “quiescentes” en 
diversas zonas en ratas prepúberes: núcleo arcuato del hipotálamo, 
órgano subcomisural alrededor de la zona dorsal del tercer 
ventrículo, el receso colicular, y ependimocitos cuboides en la pared 
del acueducto de Silvio, positivos a nestina.  
15) En las ratas adultas todas estas zonas desaparecen, excepto la escasa 
presencia de ependimocitos en la pared del acueducto. 
16) El tratamiento con THC en ratas parkinsonianas no modifica dichas 
señales, excepto la presencia en el parénquima adyacente al 
acueducto de Silvio de algunas neuronas TH+ periventriculares  
coexpresando  PSA-NCAM.   
17) La infusión de vehículo alcohólico sí indujo la reaparición de la señal 
nestina+ en áreas observadas en ratas prepúberes: núcleo arcuato, 
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órgano subcomisural, receso colicular y pared acueductal. El alcohol 
podría tener un papel neurogénico, sorprendentemente, o bien 
estimular las áreas “quiescentes” observadas en ratas prepúberes. 
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